Modellierung und Visualisierung von Systemen zur Beschreibung der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen in hydrophoben Peptiden by Schneider, Alexander
Modellierung und Visualisierung von Systemen zur Beschreibung 
der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen  
in hydrophoben Peptiden  
 
D I S S E R T A T I O N 
 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doctor rerum naturalium 
(Dr. rer. nat.) 
 
vorgelegt 
 
der Fakultät Mathematik und Naturwissenschaften 
der Technischen Universität Dresden 
 
von 
 
Diplom-Lebensmittelchemiker Alexander Schneider 
geboren am 21. März 1978 in Dresden 
 
 
 
  Gutachter:   Herr Prof. Dr. Karl-Heinz van Pée 
     Herr Prof. Dr. Thomas Rattei 
    
  Eingereicht am:  10.04.2014 
  Verteidigt am:  08.10.2014 
 
Die Dissertation wurde in der Zeit vom Juni 2004 bis zum  
Dezember 2013 am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie angefertigt. 
 II 
 III
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wie alles sich zum Ganzen webt, 
Eins in dem andern wirkt und lebt! 
Wie Himmelskräfte auf und nieder steigen 
Und sich die goldnen Eimer reichen! 
Mit segenduftenden Schwingen 
Vom Himmel durch die Erde dringen, 
Harmonisch all das All durchklingen! 
 
Goethes Faust 
 IV 
 
 V
 
Wichtige Information zu dieser Arbeit 
 
Diese Arbeit enthält Daten, die sich am besten durch die Darstellung in Form einer rotier- und 
skalierbaren Vektorgraphik, als animiertes Bild oder als Videofilm darstellen und so anschau-
licher erklären lassen. Als Beispiele seien die dreidimensionale Anordnung von Molekülen im 
Raum und die zeitliche Entwicklung einer Moleküldynamik-Simulation genannt.  
 
Da die oben genannten Möglichkeiten der Visualisierung in einer reinen Papierdarstellung nicht 
zugänglich sind, habe ich diese Arbeit in Form von interaktiven Internetseiten ergänzt. Die elek-
tronisch verfügbaren Quellen der betreffenden Darstellungen werden durch eine Computer-Ikone 
gesondert gekennzeichnet und mit einem Webcode versehen. Beispiel: 
 
 
Hydrophob stabilisiertes Cetrorelix-Dimer in einer Wasserbox Webcode 012
 
Der Webcode dient als Identifikationsnummer für die computergestützte Darstellung im 
zughörigen Internetauftritt mit allen 3D-Strukturen, Videos und Bilderfolgen: 
 
www.chm.tu-dresden.de/bc1/3dmodel/ 
 
Da ein bewegtes Bild den räumlichen Eindruck einer Szenerie für unser Gehirn leichter greifbar 
macht, empfehle und ermutige ich, die ergänzende Darstellung im Internet zu dieser Arbeit per 
Webbrowser möglichst parallel zur Papierform zu nutzen. 
 
Eine lokale Version des Zusatzmaterials, die unabhängig von einer Internetanbindung eingesetzt 
werden kann, ist durch den Autor auf Anfrage per E-Mail: 
  
isopeptide@gmx.de oder isopeptide@gmail.com 
 
oder durch eine Kontaktaufnahme über die Internetseite erhältlich. Zusätzlich wird dieser Arbeit 
eine DVD-Version beigelegt, die unter Windows und Linux funktionsfähig ist. Bei Fragen oder 
Problemen bitte ich um Kontaktaufnahme per E-Mail. 
 
 
 
 
 
Datenträger: „Elektronisches Zusatzmaterial zur Dissertation“ 
Der Datenträger befindet sich in einer Hülle am vorderen Einband dieser Arbeit. 
Alle Rechte vorbehalten. Für alle Inhalte (Programme, Videos, Bilder und sonstige 
Dateien) gilt das Copyright der jeweiligen Rechteinhaber. 
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1 Einleitung 
1.1 Wirkungsmodifizierung von hydrophoben Peptidstrukturen 
Der Fokus der Forschung in der Arbeitsgruppe zur „Wirkungsmodifizierung von Peptidhor-
monen“ liegt auf der Anpassung der pharmakologischen Eigenschaften von Peptiden durch 
Bindung an biophile Partnermoleküle und der Analyse der so erhaltenen Peptid-Partner-Kom-
plexe. Vorrangiges Ziel war bisher die Entwicklung von Depotformulierungen eines Medika-
mentes mit einer gleichmäßigen Freisetzung des Peptidwirkstoffes über einen langen Zeitraum. 
Die hydrophoben Eigenschaften der Peptide, die zur Zusammenlagerung der Moleküle führen, 
werden dabei gezielt genutzt oder durch den Komplexpartner modifiziert, um das gewünschte 
Freisetzungsprofil zu erhalten.  
Die Umkehrung eines solchen Anwendungsfalles mit einer verzögerten Wirkstofffreisetzung 
stellt die weitestgehende Unterdrückung einer Gelbildung oder Aggregation einer Substanz dar. 
Letzteres ist gewünscht und sogar zwingend notwendig, soll zum Beispiel ein Peptidhormonan-
tagonist zu einem bestimmten Zeitpunkt appliziert werden und im Körper in seiner definierten 
Wirkungsform unmittelbar und vollständig bioverfügbar sein. Nur monomer vorliegende Peptide 
oder kleine sehr schnell zerfallende Peptid-Partner-Komplexe können diese Anforderungen er-
füllen. Darüber hinaus können die Vorgänge der Aggregation die Applikation eines Medikamen-
tes behindern oder sogar unmöglich machen. Als Beispiel seien die Zuführung einer Lösung über 
einen Katheter oder die direkte Injektion durch die Kanüle einer Spritze genannt. Eine durch die 
Aggregation ausgelöste Erhöhung der Viskosität oder Gelbildung erschwert in diesem Szenario 
die Bereitstellung des Wirkstoffes. Deshalb ist es notwendig, das Wissen über diese Vorgänge zu 
erweitern und die Möglichkeiten zur Modifizierung zu erforschen. 
Die Eignung eines potentiellen Medikamentes für den Einsatz am Menschen wird neben seinen 
pharmakologischen Charakteristika der Toxikologie und physiologischen Wirksamkeit auch 
durch seine physikochemischen Eigenschaften bestimmt. Die Peptidhormonantagonisten Ce-
trorelix, Teverelix und Ozarelix sind dafür überzeugende Beispiele. Das pharmakologische Po-
tential dieser Strukturen wurde in mehreren vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe 
bereits ausführlich beschrieben [MURGAS 1998, RATTEI 2002, LANG 2005, HEMPELT 2012]. Dort 
wurden auch die Wirkungsprinzipien dieser Antagonisten auf der Ebene der hypothalamisch-
pituitär-gonadalen Achse durch die Blockade der Rezeptoren der Adenohypophyse erläutert. 
Gleichzeitig konnte die Neigung dieser hydrophoben Peptide zur Aggregation und Gelbildung 
beobachtet und analysiert werden. So existieren bereits geeignete Methoden zur Analyse dieser 
Vorgänge. Wichtige Beispiele sind die massenspektroskopischen Untersuchungen zur Stabilität 
von Dimeren und höheren Oligomeren [HEMPELT 2012], Studien per Infrarotspektroskopie zur 
faltblattartigen Assoziation der Peptide [RATTEI 2002, BEIL 2012], transmissionselektronenspek-
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troskopische Bilder der fibrillären Strukturen der Gele [KICK 2007], die Kalorimetrieuntersu-
chungen zur Stabilität von Peptidkomplexen und zu den thermodynamischen Vorgängen bei der 
Aggregation [EICHLER 2007] sowie Freisetzungsstudien für Depotformulierungen der Peptid-
hormone [MURGAS 1998, RATTEI 2002, LANG 2005]. Ganz besonders auch die fluoreszenzspek-
troskopischen Untersuchungen von A. Lang belegen die gerichtete Formierung von Aggregaten 
mit oberhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentrationen der Dekapeptide [LANG 2005]. 
Die grundlegende Betrachtung der physikochemischen Eigenschaften der Strukturen führt weg 
vom Ziel des medizinischen Einsatzes der Moleküle hin zu einer tieferen Erforschung der 
Assoziation der Peptide. Zusätzlich erscheint eine Verknüpfung zu Ergebnissen der Aggre-
gationsstudien bekannter Strukturen mit ähnlichen Eigenschaften notwendig. Die bereits sehr 
umfangreich untersuchte Gruppe der amyloidbildenden Peptide [SIPE 1992, SIPE 2005] könnte in 
diesem Zusammenhang mehrere geeignete Strukturen für den Vergleich und die weitere Erfor-
schung der physikalischen Phänomene liefern. Das zusammengetragene Wissen soll schließlich 
als Basis und Prüfinstrument für computergestützte Simulationen zur Modellierung hydrophober 
Peptidsysteme der genannten GnRH-Antagonisten und für weitere assoziierende Strukturen aus 
dem Bereich der amyloidbildenden Peptide dienen. Die theoretische Modellierung verschieden-
artiger Strukturen liefert einen weiteren Beitrag und eine neue Sichtweise zur Aufklärung und 
zum Verständnis der zugrunde liegenden physikalischen Prozesse auf molekularer Ebene. In 
Rückkopplung zur Anwendungsrelevanz der untersuchten Peptidhormonantagonisten ermöglicht 
das zu erlangende Grundlagenwissen die Entwicklung neuartiger Peptidpharmaka. 
1.2 Molekulare Modellierung von Peptidstrukturen 
1.2.1 Simulationen mittels Molekülmechanik-Kraftfeldern 
Kraftfeldbasierte Studien an biologischen Makromolekülen sind ein wichtiges Werkzeug zur 
Untersuchung ihrer Strukturen auf atomarer Ebene geworden. So gibt es inzwischen eine große 
Zahl von Kraftfeldern, die sich durch die Wahl der Parameter für die bindenden und 
nichtbindenden Wechselwirkungen, der Umsetzung dieser Parameter in Energiefunktionen und 
schließlich damit verknüpft, in ihrem Anwendungsgebiet unterscheiden (Tab. 1). Eine Gemein-
samkeit aller Kraftfeldmethoden kennzeichnet die Beschreibung der potentiellen Energie des 
molekularen Systems anhand der räumlichen Anordnung der einzelnen Atome zueinander. Die 
berechnete potentielle Energie ist von der Methode abhängig und nicht notwendigerweise mit 
einer realen physikalischen Größe verknüpft [YOUNG 2001]. Die Anzahl der tatsächlich genutz-
ten Energieterme und deren Berechnung zwischen den Kraftfeldern differieren. Jedoch ist die 
Veränderung des Potentials in Abhängigkeit der Lage der Atome innerhalb eines Kraftfeldes in 
sich konsistent. Dies ermöglicht die vergleichende Aussage über stabile bzw. instabile Zustände 
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des Systems. Eine allgemeine und oft gebräuchliche Form für eine Potentialberechnung ist im 
Folgenden dargestellt: 
...
...
....
..
+++++=
++=
−−−− WWtischeElektrostaWWWaalsdervanTorsionwinkelBindBind
WWndenichtbindeWWbindendepot
EEEEE
EEE
      
Epot  … resultierende potentielle Energie des Systems 
Ebindende WW.  … Summe der Energien für kovalente Wechselwirkungen 
   EBind.  … Summe der Energien der Bindungen 
   EBind.-winkel … Summe der Energien der Bindungswinkel 
   ETorsion  … Summe der Energien der Torsionswinkel 
Enichtbindende WW. … Summe der Energien für nicht-kovalente Wechselwirkungen 
   EVan-der-Waals … Summe der Van-der-Waals-Wechselwirkungen 
   EElektrostatische WW. … Summe der elektrostatischen Wechselwirkungen 
 „+ …“  … weitere hier nicht explizit genannte Wechselwirkungsterme des Kraftfeldes 
Tab. 1: Ausgewählte Beispiele für Molekülmechanik-Kraftfelder [YOUNG 2001]  
Name Bezeichnung 
Amber Assisted model building with energy refinement, speziell für Nukleinsäuren und Peptide geeignet 
CHARMM Chemistry at Harvard macromolecular mechanics, ursprünglich für Nukleinsäuren und Proteine 
entwickelt, heute in breiter Anwendung allg. für Biomoleküle 
CFF93 Consistent force field, Kraftfeld zur Berechnung von Konformationen, Vibrationsspektren und 
Enthalpien von Proteinen  
CHEAT Carbohydrate hydroxyls represented by external atoms, ein zur Modellierung von Kohlenhydraten 
angepasstes Derivat von CHARMM 
DREIDING Kraftfeld für organische Moleküle  
ECEPP/2 Empirical conformational energy program for peptides 
EFF Empirical force field 
GROMOS Gronigen molecular simulations  
MM1-MM4 Molecular mechanics  
MMFF94 Merck molecular force field 
MOMEC Molecular Mechanics/Modeling Package for Inorganic Compounds 
OPLS Optimized potentials for liquid simulation 
Tripos Tripos-Kraftfeld, auch Sybyl-Kraftfeld genannt, für die Modellierung organischer Moleküle 
UFF Universal force field  
YETI Modellierung nicht-kovalenter Wechselwirkungen, Docking von Wirkstoffen an Biomoleküle 
 
 
1.2.2 Wechselwirkungen für Peptide im Molekülmechanik-Kraftfeld 
Die berechenbaren Wechselwirkungen zwischen Atomen bzw. Atomgruppen werden in einem 
Kraftfeld über die Energieterme definiert. Die Optimierung der Bindungsabstände und der 
entsprechenden Winkel führt innerhalb eines Moleküls zu eindeutigen Geometrien. Bei einer 
Komplexierung bzw. Aggregation von Peptiden, wie sie Gegenstand der Untersuchungen in der 
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vorliegenden Arbeit sind, gilt den nicht-kovalenten Wechselwirkungen ein besonderes Interesse. 
Hier gibt es mehr Freiheitsgrade für die resultierenden Interaktionen der Molekülgruppen. So 
könnten zum Beispiel die intramolekularen optimalen Bindungsabstände und -winkel der Atome 
eines Moleküls Glycin bei einer Optimierung sehr einheitlich berechnet werden. Demgegenüber 
existiert bei der intermolekularen Positionierung zweier Glycine zueinander ein viel größerer 
Grad an Möglichkeiten und daraus resultierend eine erhöhte Freiheit für die sich ergebenden 
Wechselwirkungen. Für die Ermittlung von nicht-kovalenten Interaktionen zwischen zwei oder 
mehreren Molekülen werden die Energien Van-der-Waals- und Elektrostatikwechselwirkungen 
genutzt. In Tab. 2 werden die Van-der-Waals-Terme der Kraftfelder MM2 [ALLINGER 1977], 
MM3 [ALLINGER et al. 1989] und MMFF94 [HALGREN 1996b] beispielhaft dargestellt. In Abb. 1 
sind die zugehörigen abstandsabhängigen Van-der-Waals-Energien am Beispiel zweier Kohlen-
stoffatome dargestellt.  
 
Abb. 1: Van-der-Waals-Energien zweier Kohlenstoff-Atome für verschiedene Kraftfelder 
Tab. 2: Van-der-Waals-Energie-Terme der Kraftfelder MM2, MM3 und MMFF94  
Kraftfeld Van-der-Waals-Energieterm 
MM2: Modifiziertes Buckingham-Potential 
[FITTS 1966, BUCKINGHAM & UTTING 1970] ⎟
⎟
⎠
⎞
⎜
⎜
⎝
⎛
⎟
⎠
⎞
⎜
⎝
⎛⋅−⋅⋅=
⋅− 650,12
5
2_ 25,21090,2 r
r
eE mr
r
MMvdW
mε  
MM3: MM3-Potential ⎟
⎟
⎠
⎞
⎜
⎜
⎝
⎛
⎟
⎠
⎞
⎜
⎝
⎛⋅−⋅⋅=
⋅− 600,12
5
3_ 25,21084,1 r
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eE mr
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MMFF94: Gepuffertes-14-7-Potential ⎟⎟
⎠
⎞
⎜⎜
⎝
⎛
−
⋅+
⋅
⋅⎟⎟
⎠
⎞
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⎛
⋅+
⋅
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12,0
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7*7
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94_ rr
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rE MMFFvdW ε
 
Legende: 
 
 
 
ε 
r 
rm 
r* 
… 
… 
… 
… 
Potentialtiefe 
Abstand der zwei wechselwirkenden Atome 
Summe der Van-der-Waals-Radien (für MM2 bzw. MM3) 
Abstand der zwei Atome beim Minimum der Van-der-Waals-Energie (für MMFF94)  
Verwendete Parameter der C-Atome: 
 
MM2 : ε = 0,044 KFE; rm = 2 · 1,900 Å  
MM3 : ε = 0,027 KFE; rm = 2 · 2,040 Å 
MMFF94 : ε = 0,068 KFE; r* =  3,938 Å  
 
(KFE … kraftfeldspezifische Energieeinheiten) 
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Die von Halgren für das Kraftfeld MMFF94 verwendete funktionelle Form der Berechnung der 
Van-der-Waals-Wechselwirkungen stellt eine Modifikation des schon 1931 von Lennard-Jones 
vorgeschlagenen Van-der-Waals-Potentials für die Edelgase dar [LENNARD-JONES 1931] (vgl. 
Anhang 10.2). Die Anpassung erfolgte im Hinblick auf eine möglichst simple Berech-
nungsformel für die Einbindung in ein Kraftfeld bei Verbesserung der Reproduktion experimen-
teller Referenzdaten [HALGREN 1992, HALGREN 1996b, HALGREN 1996c]. Die zweite im Kraft-
feld MMFF94 berücksichtigte nicht-kovalente Interaktion zwischen Molekülgruppen wird durch 
die Coulomb-Wechselwirkungen beschrieben. Halgren implementiert in sein Kraftfeld die Stan-
dardform der Coulomb-Wechselwirkung unter zusätzlicher Berücksichtigung einer Pufferkon-
stante δ („distance buffering“, vgl. Kap. 1.2.3, Tab. 3). Diese Konstante soll bei kleinen Atomab-
ständen verhindern, dass anziehende elektrostatische Wechselwirkungen über abstoßende Van-
der-Waals-Wechselwirkungen triumphieren [HALGREN 1996c]. Zur Berechnung der Partialla-
dung an einem speziellen Atom werden dafür parametrisierte Bindungs-Ladungs-Inkremente der 
daran gebundenen Atome summiert. 
Die in dieser Arbeit zum Einsatz kommende Molekülsimulationsumgebung „Molecule Simula-
tion Environment“ MSIM (Kap. 3.2.4) [DRACHE 2003a] nutzt jedoch nicht die beschriebene 
Summierungs-Methode von MMFF94 zur Berechnung der Partialladungen, sondern verwendet 
einen eigenen universell anwendbaren Ansatz zur Ladungsäquilibrierung (Kap. 1.2.4). 
1.2.3 Das Kraftfeld MMFF94 
Das Kraftfeld MMFF94 [HALGREN 1996a, HALGREN 1996b, HALGREN 1996c, HALGREN & 
NACHBAR 1996, BUSH et al. 1999] ist ein All-Atom-Kraftfeld (d. h. enthält Parameter für alle zu 
modellierenden Elemente), welches für die Modellierung von Amidstrukturen im Speziellen und 
für die Modellierung einer weiten Reihe von organischen Molekülen entwickelt wurde. Es 
existieren zwei Derivate des Kraftfeldes. Das ursprüngliche Kraftfeld MMFF94 ist zur dyna-
mischen Simulation der Moleküle geeignet. Die statische Version des Kraftfeldes MMFF94s 
(„static“) wird für die reine Geometrieoptimierung von Molekülen empfohlen [HALGREN 1999, 
BUSH et al. 1999]. Es enthält Änderungen in den Torsions- und Out-of-Plane-Bending-Parame-
tern für Stickstoffatome in delokalisierten trigonalen Amidstrukturen, welche zur besseren Nach-
bildung der experimentell bekannten planaren Strukturen der Amidbindung führen. Das 
MMFF94-Kraftfeld nutzt die in Tab. 3 dargestellten Energieterme. Als Grundlage für die 
Parametrisierung des Kraftfeldes dienten quantenchemische Berechnungen (Hartree-Fock, 
Møller-Plesset) und die Evaluierung der Geometrien von ca. 500 relevanten Modellstrukturen 
(z. B. Amide, Aromaten, Carbonsäuren, Aldehyde, Ketone und Thiole).  
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Tab. 3: Berechnung der Energieterme des Kraftfeldes MMFF94  
Parameter Mathematische Form 
∑∑∑∑∑ ∑∑ ++++++= ijqijvdWijkltijkloopijkbaijkaijb EEEEEEEE  Allgemeine  Form 
Ebij 
Eaijk 
Etijkl 
EvdWij 
Bindungsstreckung 
Bindungswinkel 
Torsionswinkel 
Van-der-Waals-Wechselwirkung 
Ebaijk 
Eoopijkl 
Eqij 
i,j,k,l 
Kreuzterm zwischen Bindungsstreckung und -winkel 
Term für planare Strukturen 
Elektrostatische Wechselwirkung 
Atome i, j, k und l und zugehörige definierte Parameter 
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Umrechnungsfaktor der Zahlenwertgleichung für die Berechnung der Energie in kcal/mol (vgl. Kap. 10.1) 
Kraftkonstante der Bindung zwischen Atom i und j (in mdyn/Å) 
Differenz zwischen aktuellem Abstand und Gleichgewichtsabstand der Atome i und j (in Å) 
„cubic stretch“-Konstante (in A-1, cs = 2 A-1) 
)1(
2
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a
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k
E ijk
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Bindungswinkel 
0,043844 
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Umrechnungsfaktor der Zahlenwertgleichung für die Berechnung der Energie in kcal/mol (vgl. Kap. 10.1) 
Kraftkonstante des Bindungswinkels zwischen den Atomen i, j und k (in mdyn Å/rad2) 
Differenz zwischen aktuellem Winkel und Gleichgewichtswinkel der Atome i, j und k (in °) 
„cubic bend“-Konstante (in °-1, cb = -0,007 °-1 = -0,4 rad-1) 
ijkkjbaijbaba rkrkE kijijkijk ϑΔ⋅Δ⋅+Δ⋅⋅= )(51210,2  
Kreuzterm 
Bindungslänge und 
-winkel 
2,51210 
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Δϑ ijk 
Umrechnungsfaktor der Zahlenwertgleichung für die Berechnung der Energie in kcal/mol (vgl. Kap. 10.1) 
Kraftkonstanten Kopplung zw. i-j- bzw. k-j-Schwingung und i-j-k-Winkel (in mdyn/rad) 
Differenz zwischen aktuellem Winkel und Gleichgewichtswinkel der Atome i, j und k (in °) 
2
2
043844,0 ijkl
oop
oop
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k
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Schwingung  
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(„out of plane“) 
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koopijkl   
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Umrechnungsfaktor der Zahlenwertgleichung für die Berechnung der Energie in kcal/mol (vgl. Kap. 10.1) 
Kraftkonstante der j-l-Schwingung bezogen auf die Ebene i-j-k (in mdyn Å/rad2) 
Wilsonwinkel: Winkel zw. Bindung j-l und der Ebene i-j-k (in °) 
)3cos1()2cos1()cos1((5,0 321 Φ+⋅+Φ+⋅+Φ+⋅⋅= VVVE ijklt  
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Umrechnungsfaktor der Zahlenwertgleichung für die Berechnung der Energie in kcal/mol (vgl. Kap. 10.1) 
Partialladungen (in e) 
Dielektrizitätskonstante (dimensionslos, D = 1) 
Abstand der Atome i und j (in Å) 
„electrostatic buffering”-Konstante (in Å, δ = 0,05 Å)   
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1.2.4 Das Modell der Ladungsäquilibrierung für die Kraftfeldberechnung 
Für die Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkungen in einem Kraftfeld ist es not-
wendig, den einzelnen Atomen bestimmte Ladungen bzw. definierte Partialladungen zuzu-
ordnen. Für bestimmte Kraftfelder wird für jedes Atom in einer bestimmten Umgebung eine 
feste Partialladung vergeben bzw. über konstante Bindungs-Ladungs-Inkremente berechnet. 
Dieses statische Vorgehen bedingt einen großen Parametersatz von Partialladungen für mög-
lichst viele mögliche Atombindungskombinationen.  
Im Gegensatz dazu werden in der MSIM-Umgebung von M. Drache [DRACHE 2003a, DRACHE 
1999] die Partialladungen für jedes Atom in Abhängigkeit der Lage zu den umgebenden Atomen 
durch eine Methode zur Ladungsäquilibrierung (QEQ) nach Rappé und Goddard [RAPPÉ & 
GODDARD 1991] mit erweitertem Parametersatz nach Bagossi [BAGOSSI et al. 1999] berechnet. 
Der Vorteil hierbei ist, dass bei jeder Änderung der intra- und intermolekularen Umgebung, z. B. 
beim Docking und der Solvatation von Molekülen oder einer Dynamik-Simulation, eine kontinu-
ierliche Anpassung der Partialladungen durchgeführt werden kann. In Abb. 2 werden als Beispiel 
die durch Ladungsäquilibrierung nach Drache erhaltenen Partialladungen der Atome des Mole-
küls N-Acetylglycylamid mit den statischen Partialladungen des Kraftfeldes Amber [CORNELL 
et al. 1995] verglichen. 
 
Abb. 2: Partialladungen für N-Acetylglycylamid resultierend aus der dynamischen Ladungsäquilibrierung 
(links) und der statischen Vorgabe des Kraftfeldes Amber  
1.3 Wasserstoffbrücken und Hydropathie der Peptide 
1.3.1 Definition einer Wasserstoffbrücke 
Die Stabilisierung von Strukturen durch die Ausbildung von Mustern von Wasserstoffbrücken ist 
ein wesentliches Merkmal von Peptidsträngen. Die Wechselwirkung kann dabei sowohl 
intramolekular als auch intermolekular erfolgen. Die Sekundärstrukturen der α-Helix und des β-
Faltblattes in Peptiden sind der erfolgreiche Ausdruck dieses Konzeptes und eine Auswertung 
solcher Brücken nach einer Kraftfeldmodellierung erscheint sinnvoll und notwendig. 
Eine Wasserstoffbrücke kann wie folgt allgemein definiert werden [STEINER 2002]: Eine 
X-H…A-Wechselwirkung wird „Wasserstoffbrücke“ genannt, wenn sie eine lokale Bindung 
darstellt und X-H als Protonendonator gegenüber A agiert. Eine Wasserstoffbrücke beschreibt 
die Interaktion eines Wasserstoffatoms, das an ein elektronegatives Element gebunden ist 
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(Wasserstoff-Donor), zu einem elektronegativen Element mit freien Elektronenpaaren bzw. 
polarisierbaren π-Elektronen (Wasserstoff-Akzeptor). Jedoch handelt es sich bei dieser Formu-
lierung um kein feststehendes Dogma. Im Gegenteil, die Definition einer Wasserstoffbrücken-
bindung, beginnend mit der bahnbrechenden Veröffentlichung zur „Natur der chemischen Bin-
dung“ durch Linus Pauling von 1931 [PAULING 1931] mit seinen Überlegungen zu einer Wasser-
stoffbrücke als Übergangsform zwischen einer ionischen und einer kovalenten Bindung 
zwischen dem Wasserstoffatom und einem elektronegativen elektronenpaarliefernden Partner, 
wurde ständig geprüft und aktualisiert. Desiraju gibt einen Überblick für diese Bindungsstruktur 
in der Chemie [DESIRAJU 2011b, DESIRAJU 2011a] und endet schließlich mit der letzten gültigen 
Empfehlung der IUPAC zur Definition der Wasserstoffbrücke von 2010/2011 [ARUNAN et al. 
2011] und dem Satz (nach Steiners Übersetzung ins Deutsche): „Vielleicht wird die Definition, 
die der IUPAC vorgeschlagen wurde, nun eine ganze Weile halten“: 
 
“The hydrogen bond is an attractive interaction between a hydrogen atom from a molecule 
or a molecular fragment X–H in which X is more electronegative than H, and an atom or a 
group of atoms in the same or a different molecule, in which there is evidence of bond 
formation.” 
 
„Die Wasserstoffbrückenbindung ist eine anziehende Interaktion zwischen einem Wasserstoff-
atom eines Moleküls oder Molekülfragmentes X-H, wobei X elektronegativer als H ist, und ei-
nem Atom oder einer Gruppe von Atomen im gleichen oder unterschiedlichen Molekül, mit dem 
evidenten Hinweis der Ausbildung einer Bindung.“  
Die in Abb. 3 bezeichneten Parameter zeigen eine Möglichkeit zur Bestimmung der Geometrie 
der Wasserstoffbrücke am Beispiel >N-H…O=C< in kartesischen Koordinaten.  
 
 
 
Abb. 3: Kennzeichnung der geometrischen Parameter einer Wasserstoffbrücke am Beispiel einer NH…OC-
Brücke eines Peptidrückgrats 
 
Oft werden auch Polarkoordinaten zur Kennzeichnung oder Berechnung der Parameter einer 
Wasserstoffbrücke verwendet. Die geometrischen Parameter sind direkt aus der Analyse spek-
troskopischer Daten ermittelbar oder können durch eine Datenbankanalyse bereits vorhandener 
Strukturen (z. B. aus Kernspinresonanzspektroskopie- oder Röntgenkristallographie-Messungen) 
extrahiert werden. Für letztere Methode besitzen die Strukturdatenbanken „Research Colla-
Verallgemeinerte Legende: 
 
a … Bindungslänge zwischen Donor und Wasserstoff 
b … Länge der Wasserstoffbrücke 
c … Bindungslänge zwischen Akzeptor und Partneratom 
d … Abstand zwischen Donor und Akzeptor 
α … Winkel zwischen Donor, Wasserstoff und Akzeptor 
β … Winkel zwischen Wasserstoff, Akzeptor und Partneratom 
γ … Winkel, bezogen auf die Normalebene durch die Gerade O=C 
       zu der Ebene N-H-O  
 
 
 
N H 
 
      
     O        C 
α 
a 
b 
β     c d 
γ 
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boratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank“ (RCSB-PDB) [BERMAN et al. 2000] 
und die „The Cambridge Structural Database“ (CSD) [CCDC 2009] aufgrund ihres Umfanges an 
organischen und biologischen Strukturen eine besondere Bedeutung.  
1.3.2 Formierung von Wasserstoffbrücken in Peptidstrukturen 
Eine Wasserstoffbrückenbindung kann als beginnende Protonentransferreaktion aufgefasst 
werden. Die stabile Wasserstoffbrücke X-H…Y stellt daher einen eingefrorenen Zustand der dy-
namischen Reaktion: X-H…Y ⇌ X-…H-Y+ dar [BÜRGI 1975, STEINER 2002]. Die Stärke einer 
energetischen Stabilisierung durch Wasserstoffbrücken richtet sich nach den wechselwirkenden 
(Wasserstoff-)Donor- und Akzeptorgruppen und den geometrischen Parametern, wie Winkel und 
Atomabstände der Bindung, sowie der Art eines vorhandenen Lösungsmittels. In Tab. 4 werden 
daher verschiedene Gruppen von Brückenbindungen unterschieden.  
Tab. 4: Einteilung der Wasserstoffbrückenbindungen [JEFFREY 1997, ATWOOD & STEED 2004] 
 
Sehr starke 
H-Brückenbindungen 
Starke 
H-Brückenbindungen 
Schwache 
H-Brückenbindungen 
Bindungsenergie in kcal/mol 15 – 40 4 – 15 <4 
Bindungslängen in Å 
H…Y: 1,2 – 1,5 
X…Y: 2,2 – 2,5 
H…Y: 1,5 – 2,2 
X…Y: 2,5 – 3,2 
H…Y: 2,2 – 3,2 
X…Y: 3,2 – 4,0 
Bindungswinkel X-H…Y in ° 175-180 130-180 90-150 
Vergleich der Bindungslängen  X-H ≈ H…Y X-H < H…Y X-H << H…Y 
Dominierender Bindungstyp kovalent zu meist elektrostatisch elektrostatisch 
Beispiel [F…H…F]- C=O…H-N C-H…O 
 
Die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen im Peptidrückgrat und in den Seitenketten 
trägt zur Stabilisierung von Peptiden in wässriger Lösung bei. Nach der Einteilung in Tab. 4 sind 
sie der Gruppe der „starken Wasserstoffbrückenbindungen“ zuzuordnen. Die Sekundärstruktur 
eines Proteins ist definitionsgemäß mit der Anordnung des Peptidrückgrats zur Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen verknüpft. Zusätzlich liefern bestimmte Seitenketten von Amino-
säuren und der N- bzw. C-Terminus des Peptides zusätzliche Möglichkeiten zur Bildung dieser 
Bindungen. Neben der Ausbildung von Brücken zwischen den Peptidmolekülen (intra- und inter-
molekular) sind natürlich die Wechselwirkungen zum Lösungsmittel Wasser von universellem 
Interesse. Die Analyse von Kristallstrukturen zeigt, dass die Wassermoleküle an der Oberfläche 
von Proteinen statische, durch Wasserstoffbrücken fixierte, Netzwerke ausbilden [NAKASAKO 
1999]. Wesentlich dafür ist die Wechselwirkung der stark polaren Seitenkettenreste der Amino-
säuren Asparagin, Asparaginsäure, Glutamin, Glutaminsäure, Lysin und Arginin als Donor bzw. 
Akzeptor für Wasserstoffbrücken. Die weiteren zur Brückenbindung befähigten Seitenketten des 
Serins, Threonins, Tyrosins, Histidins und Tryptophans und schließlich das Peptidrückgrat selbst 
vervollständigen dieses Spektrum für eine Interaktion. Wassermoleküle, die keine direkten 
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Brücken zum Protein ausbilden, können Ketten von drei bis fünf Molekülen bis zur nächsten 
Wasserstoffbrücke generieren und es entsteht eine monomolekulare Schicht am Protein [BOLIN 
et al. 1982]. Feste käfigartige Strukturen, die hydrophobe Seitenketten umgeben, sind nur in 
geringem Maße zu beobachten [TEETER 1984]. Es erfolgt der dynamische Austausch dieser 
Solvensmoleküle.  
Baker und Hubbard geben eine umfangreiche Zusammenstellung für die Möglichkeiten der 
Formierung von Wasserstoffbrücken in Peptidstrukturen (Abb. 4).  
 
 
Abb. 4: Räumliche Ausrichtung der potentiellen Wasserstoffbrücken der Aminosäuren und im Peptid-
rückgrat nach [BAKER & HUBBARD 1984] 
 
 
Der vereinfachende Ansatz liegt hier in der Betrachtung der freien Elektronenpaare der poten-
tiellen Protonenakzeptoren. Die Abschätzung der räumlichen Orientierung und Elektronendichte 
der ungebundenen Elektronenpaare wird vereinfacht, indem eine sp2- bzw. sp3-Hybridisierung 
Einleitung 
 25
für die entsprechenden Carbonyl- und Hydroxylgruppen angenommen wird. Im Poly-
peptidrückgrat fungiert die Amidgruppe als Wasserstoffdonor, wobei die Carbonylgruppe als 
Akzeptor in zwei Brücken dienen kann. Alle polaren Seitenketten mit Ausnahme des 
Tryptophans können mehrere Wasserstoffbrücken ausbilden. Die sp3-Hydroxylgruppen des 
Serins und Threonins können als Donor für eine und als Akzeptor für zwei weitere Brücken 
fungieren. Die aromatische Ankopplung der Hydroxylgruppe im Tyrosin schränkt die Bindungs-
präferenz auf die Wirkung der Gruppe als ein Donor und ein Akzeptor ein. Asparagin und Gluta-
min können zwei Brücken an der Amidgruppe formieren und zwei weitere Brücken als Akzeptor 
an der Carbonylgruppe ausbilden. Die Deprotonierung der Carboxylgruppen der Asparagin- und 
Glutaminsäure führt zur Möglichkeit der Bindung der Ketten in insgesamt vier Brücken. Histidin 
kann an beiden Stickstoffen der Seitenkette Brücken als Donor bzw. Akzeptor ausbilden. 
Arginin wirkt als potentieller Wasserstoff-Donor an allen protonierten Stickstoffen [BAKER & 
HUBBARD 1984]. 
1.3.3 Die Hydropathie von Aminosäuren und Peptiden 
 
Proteine und Peptide teilen alle die Eigenschaft, neben polaren Seitenketten, auch unpolare Do-
mänen zu besitzen. Chemiker sprechen von hydrophilen oder hydrophoben Strukturen bzw. von 
amphiphilen Molekülen und fassen diese Eigenschaften unter dem Begriff der Hydropathie 
zusammen. Die Ausbildung von Wasserstoffbrücken in Peptiden, wie sie in Kap. 1.3.2 beschrie-
ben wurde, stellt dabei eine Ausprägung dieser hydrophilen Eigenschaften dar. Die Hydropathie 
der Elemente einer Peptidkette und der Struktur im Ganzen wird die Fähigkeit zur Assoziation 
und Aggregation dieser Moleküle wesentlich bestimmen. 
Eine Definition für den Begriff gibt Kyte in seinem Werk „Structure in Protein Chemistry“: 
„Hydropathie beschreibt das kontinuierliche Spektrum der Kompatibilität bis hin zur Inkom-
patibilität einer chemischen Substanz mit dem Lösungsmittel Wasser. Das eine Ende dieses 
Spektrums wird als Hydrophilität, das andere als Hydrophobizität bezeichnet.“ [KYTE 2007].  
Aminosäuren und Peptide besitzen in ihrer Struktur die Möglichkeit, mit dem Lösungsmittel 
Wasser Wasserstoffbrückenbindungen einzugehen. Die Ausbildung dieser Brücken ist mit einer 
signifikant negativen freien (Bildungs-) Enthalpie verknüpft und wird daher freiwillig erfolgen. 
Wesentlich ist dafür auch die relativ hohe molekulare Konzentration des Lösungsmittels Wasser 
im Vergleich zu den Donor- bzw. Akzeptorgruppen der Zielmoleküle. Hydrophobe Bereiche der 
Aminosäuren können dagegen keine vorteilhaften Wechselwirkungen zu dem polaren Lösungs-
mittel Wasser eingehen. Eine Negativierung der freien Energie des Gesamtsystems kann jedoch 
indirekt durch Entfernen der hydrophoben Struktur aus der Umgebung des Lösungsmittels 
erfolgen. Eine Möglichkeit stellt die Zusammenlagerung der hydrophoben Bereiche im Inneren 
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der Moleküle dar. Das führt letztendlich zur Änderung („Verbesserung“) der Struktur des 
Wassers. Dieser Vorgang wird als „Hydrophober Effekt“ bezeichnet. Die Hydropathie eines zu 
lösenden Moleküls bzw. einer funktionellen Gruppe kann zum Beispiel durch die Berechnung 
der freien Enthalpie für den Übergang dieses Moleküls zwischen dem Gasraum und Wasser 
abgeschätzt werden (Tab. 5) [KYTE 2007]. Für die Analyse der jeweiligen Aminosäure (ohne 
Einbeziehung des polaren Peptidrückgrats) wurde das α-Kohlenstoffatom für das Modell der 
jeweiligen Seitenkette durch Wasserstoff ersetzt. Die Enthalpie der Modellstrukturen errechnet 
sich aus den Beiträgen für bestimmte Bindungen (z. B. C-H, N-H) und daraus abgeleiteten 
Atomgruppen (z. B. H2NC) [HINE & MOOKERJEE 1975, WOLFENDEN et al. 1981]. Die notwen-
digen Daten wurde aus experimentell ermittelten und tabellierten Werten für den Dampfdruck 
und die Wasserlöslichkeit von 263 verschiedenen Substanzen abgeleitet. 
 
Tab. 5: Freie Enthalpien für Modelle der Aminosäureseitenketten für deren Transfer aus Wasser in die 
Gasphase bei 25 °C; pH-Wert 7 [KYTE 2007]    
Amino-
säure 
Modellverbindung 
(Cα ersetzt durch H) 
ΔG0H2O g 
in kJ/mol 
Amino-
säure 
Modellverbindung 
(Cα ersetzt durch H) 
ΔG0 H2O g 
in kJ/mol 
Leu Isobutan -18 Ser Methanol 18 
Ile Butan -18 Lys Butylamin 28 
Val Propan -15 Gln Propylamid 32 
Ala Methan -10 Pept.-Bd. N-Metylacetamid 34 
Phe Toluol -8 Asn Acetamid 35 
Met Ethylmethylsulfid -3 Glu Propansäure 35 
Cys Methanthiol 1 His 4-Methylimidazol 36 
Trp 3-Methylindol 10 Asp Essigsäure 40 
Tyr p-Kresol 14 Arg Methylguanidin 73 
Thr Ethanol 15 | stark hydrophob | hydrophob | hydrophil | stark hydrophil | 
 
1.3.4 Die Problematik der Hydropathieskalen 
 
Zur Charakterisierung der Eigenschaft Hydropathie wurden für Aminosäuren zahlreiche Skalen 
der Hydrophobizität entwickelt. Diese ergeben sich aus der Auswertung der chemischen Eigen-
schaften von Aminosäuren, wie der Löslichkeit, der Verteilung zwischen Wasser und organi-
schem Lösungsmittel, chromatographischer Wechselwirkungen oder der Beeinflussung der 
Oberflächenspannung einer Lösung. Ein weiterer Ansatz liegt in der Untersuchung statistischer 
Daten, zum Beispiel der räumlichen Lage von Aminosäuren an der Oberfläche bzw. im Kern 
eines Proteins, durch die Bewertung von NMR- oder Kristallstrukturen von Proteinen oder durch 
Zusammenfügen zuvor definierter Hydrophobizitäts-Inkremente der chemischen Gruppen der 
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Aminosäuren zu einer Gesamthydrophobizität. Zum Teil erfolgt das Zusammenfügen der Erge-
bnisse verschiedener Experimente zu einer neuen Skala. Maßgeblich wird die Zielrichtung der so 
generierten Abfolge, z. B. die Voraussage von membranständigen Proteinbereichen, die Bestim-
mung bestimmter Sekundärstrukturpräferenzen oder die Erkennung von hydrophoben Signalse-
quenzen (Bsp. dazu in Kap. 1.4.3, Abb. 8 und Abb. 9) sein.  
Eine Zusammenstellung zum Thema „Skalen der Hydropathie“ soll die Problematik der ver-
schiedenen Methoden, deren experimentelle und theoretische Grundlagen und spezielle Anwen-
dungsbereiche beleuchten. 
 
1) Voraussage von Epitopen in Proteinen: Jääskeläinen et al. evaluierten insgesamt 56 Skalen 
für die Eignung der Voraussage von linearen Epitopen in Proteinen [JÄÄSKELÄINEN et al. 2007]. 
Dafür korrelierten sie den Zusammenhang zwischen der normierten Hydropathie der Amino-
säuren und ihren lösungsmittelzugänglichen Oberflächen, ermittelt durch Auswertung bekannter 
Röntgen- bzw. NMR-Strukturen von Proteinen der pdb-Datenbank [BERMAN et al. 2000]. Die 
Normierung erfolgte so, dass die Skalenwerte von -10 bis +10 reichen, Glycin den Wert 0 erhält 
und negative Werte für hydrophile Aminosäuren resultieren. Die Pearson-Korrelationskoeffizie-
nten der für diesen Ansatz geeigneten Skalen liegen im Bereich von -0,26 (negativer Anstieg). 
Die fünf Skalen mit der größten Korrelation wurden schließlich auf die korrekte Voraussage 
bekannter linearer Epitope aus der IEDB-Datenbank (Immune Epitope Database and Analysis 
Resource [PETERS et al. 2005]) getestet. Bestimmte hydrophile – so auch antigene Bereiche – 
wurden erkannt, jedoch war die Zuordnung, welcher dieser „hydrophilen Peaks“ tatsächlich ein 
Epitop bestimmt, nicht eindeutig. Zusammenfassend wurde festgehalten, dass die Methoden trotz 
geringer Korrelation sinnvoll anwendbar für die qualitative Analyse hydrophober bzw. 
hydrophiler Bereiche in Strukturen geeignet sind. Kritisch zu bemerken sei hier, dass die große 
Anzahl von Methoden unabhängig von ihrem eigentlichen Anwendungsgebiet in einem System 
getestet wurde. 
 
2) Integration von Peptiden in Membranen: Der Grad der Integration bestimmter potentieller 
Transmembransequenzen in Mikrosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums wurde durch 
Hessa et al. bestimmt [HESSA et al. 2005]. Dabei werden Modellsequenzen von je 19 Aminosäu-
ren Länge präpariert, durch zwei Sequenzen für eine Glykosylierung flankiert und in den Bereich 
einer Signal-Peptidase (Sec61 [MÜSCH et al. 1992]) im Lumen des endoplasmatischen 
Retikulums integriert. Diese Sequenz kann nach der Modifikation potentiell in die Membran 
eingebaut werden. Die Glykosylierung der Kette im Lumen des endoplasmatischen Retikulums 
fungiert als Marker für den Erfolg dieses Prozesses. So kann eine einseitige Glykosylierung der 
Peptide nur nach erfolgreicher Integration nachgewiesen werden. Erfolgte dagegen kein Einbau 
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in die Membran, werden nach der Inkubation beide Enden des Peptides glykosyliert vorliegen. 
Aus der elektrophoretisch bestimmten Verteilung von integrierten bzw. nicht integrierten Pepti-
den leitet sich eine Gleichgewichtskonstante und die Berechnung der freien Enthalpie für den 
Vorgang ab. Aus der Kombination der Ergebnisse aller untersuchten Fragmente ergibt sich eine 
Hydrophobizitätsskala dieses Modells für die Aminosäuren. 
 
3) Hydrophobe Assoziation von Peptiden: Einen weiteren Ansatz zur Berechnung der freien 
Enthalpie, wenn ein vollständig von Wasser umgebener Aminosäurerest sich hydrophob assozi-
iert und damit die Hydratation verliert, schlägt Urry vor [URRY 2004]. Abgeleitet von einer repe-
titiven Sequenz des Elastins [LUAN & URRY 1992] wurde ein Peptid der Form Poly-[fv(Gly–
Val–Gly–Val–Pro)fx(Gly–XXX–Gly–Val–Pro)] mit den Molenbrüchen fv und fx und der Größe 
von ca. 250 Pentamerstrukturen synthetisiert, wobei XXX jeweils für eine der analysierten Ami-
nosäuren steht. Der Prozess der temperaturabhängigen Organisation dieser Peptide – „inverse 
temperature transition“, zur Definition vgl. Urry 1988 [URRY 1988] – wird in einem Bereich von 
0 °C bis 70 °C kalorimetrisch untersucht und eine freie Enthalpie für die hydrophobe Assoziation 
der Aminosäuren berechnet. 
 
4) Oberflächenzugänglichkeit von Aminosäuren in Proteinen: Moelbert et al. erstellten eine 
Hydrophobizitätsskala aus der mittleren (Oberflächen-) Zugänglichkeit der Aminosäuren 
[MOELBERT et al. 2004] von 3242 Strukturen der FSSP-Datenbank (Families of Structurally Si-
milar Proteins) [HOLM & SANDER 1994, HOLM & SANDER 1996] und korrelierten diese mit den 
Ergebnissen weiterer fünf Skalen [KYTE & DOOLITTLE 1982, ENGELMAN et al. 1986, NOZAKI & 
TANFORD 1971, MIYAZAWA & JERNIGAN 1996, MIYAZAWA & JERNIGAN 1999]. Sie bestimmten 
Korrelationskoeffizienten in einem Bereich von 0,40 bis 0,45 für durch Sequenzalignment 
definierte Proteinfamilien und zeigten damit einen spezifischeren Ansatz für die Analyse auf. 
 
5) Hydropathie der Aminosäuren, Funktion und Struktur von Membranproteinen: Pánek 
et al. erstellten eine Einteilung der Aminosäuren in drei Gruppen „stark hydrophil“, „stark 
hydrophob“ und „schwache Hydrophilie/Hydrophobie“, berechneten für Proteine eine Verteilung 
der Hydropathie und leiteten daraus eine Verwandtschaft für verschiedene Proteine als Alterna-
tive zur reinen Sequenzanalyse ab [PÁNEK et al. 2005]. Die gleiche Arbeitsgruppe nutzt diesen 
Ansatz zur Voraussage der Funktion bestimmter Membranproteine durch Gruppenzuordnung am 
Beispiel der Proteine des sekundär-aktiven Transports [PÁNEK et al. 2007]. 
 
6) Kumulative Bestimmung der Hydropathie von Aminosäuren zur Detektion von Helices: 
Cornette et al. untersuchten 38 Skalen auf ihre Eignung zur Detektion amphipathischer Amino-
säure-Helices [CORNETTE et al. 1987] – d. h. von Strukturen mit hydrophoben Bereichen auf 
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einer und hydrophilen auf der gegenüberliegenden Seite der Helix – und generierten daraus ver-
schiedene optimierte Skalen der Hydropathie für den bezeichneten Zweck. Um die Skalen ver-
gleichen zu können, schlagen sie eine Normierungsprozedur vor. Dabei wird eine beliebige Ska-
la zunächst so verschoben, dass für Glycin die Hydropathie von 0 resultiert und die Werte wer-
den anschließend so gestaucht bzw. gestreckt, dass der Durchschnitt aller Beträge der Hydropa-
thie den Wert von 2,5 ergibt. Schließlich wurde der Verlauf der Skala so definiert, dass sich für 
hydrophile Aminosäuren negative Werte der Hydropathie ergeben. 
 
7) Bestimmung des Kontaktpotentials in einem Gittermodell für Aminosäuren: Miyazawa 
und Jernigan berechneten zunächst ein Kontaktpotential für alle Paare von Aminosäuren 
[MIYAZAWA & JERNIGAN 1999]. Jenes stellt eine Erweiterung der von ihnen bereits 1985 vorge-
stellten Methode zur Analyse der möglichen Wechselwirkungskontakte der Seitenketten dar 
[MIYAZAWA & JERNIGAN 1985]. Durch die Analyse von 1168 Proteinen der pdb-Datenbank 
[BERMAN et al. 2000] in einem Gittermodell wurden die notwendigen Referenzdaten erhalten. 
Aus der Kontaktenergie wird die Hydrophobizität abgeleitet und das Modell durch eine verän-
derte Näherungsmethode für das Protein-Gitter von 1983 [MIYAZAWA 1983] im Jahr 1999 ver-
feinert [MIYAZAWA & JERNIGAN 1999]. 
 
8) Nachweis von Peptiden in Transmembranhelices: Goldman, Engelman und Steitz ent-
wickelten eine Methode zur Detektion von (helikalen) Transmembran-Bereichen in Proteinen. 
Die nach ihren Namen bezeichnete GES-Skala erfasst den Transfer von Aminosäuren in helika-
len Bereichen aus der wässrigen Phase in eine unpolare Phase (Membran) [ENGELMAN et al. 
1986]. Dabei wird eine durchschnittliche Hydrophobizität der Oberfläche einer 20 Aminosäuren 
umfassenden α-Helix zugrunde gelegt. Die destabilisierenden Beiträge der polaren und gelade-
nen Seitenketten bei Überführung aus Wasser in eine Membran werden dabei erfasst und 
schließlich die Hydrophobizität für jede Aminosäure in der Helix aus deren Verteilungskoeffi-
zienten (Wasser/Öl) abgeleitet und mit deren Oberfläche in einer (Polyalanin-) Helix korreliert. 
Wenn nötig, wird zusätzlich die notwendige Deprotonierung bzw. Protonierung zur Erzeugung 
eines neutralen Restes – vor dem Übergang in eine Membran – aus den Säurestärken der funktio-
nellen Gruppen berechnet und die polare Wechselwirkung potentieller Wasserstoffbrücken als 
Inkremente der Energie erfasst. 
 
9) Lösungsmittelzugängliche Oberfläche von Aminosäuren in Proteinen: Kyte und Doolittle 
[KYTE & DOOLITTLE 1982] kombinierten die Ergebnisse nach Chothia [CHOTHIA 1976], der eine 
Lageanalyse der Aminosäuren nach ihrem Anteil der lösungsmittelzugänglichen Fläche in 12 
Proteinen durchführte, und die Resultate nach Wolfenden et al. [WOLFENDEN et al. 1981, 
WOLFENDEN et al. 1979]. Letztere etablierten eine Methode zur Bestimmung von Verteilungsko-
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effizienten für Aminosäuren (verallgemeinert, für polare Substanzen) zwischen der Gasphase 
und der wässrigen Lösung [WOLFENDEN 1978] und leiteten daraus eine Hydrophobizitätsskala 
ab. 
 
10) Solvatation von Peptidstrukturen, Oberflächenzugänglichkeit und Verteilung: Eisen-
berg und MacLachlan erstellten eine Methode zur Berechnung der Stabilität von Proteinstruk-
turen in Wasser [EISENBERG & MCLACHLAN 1986]. Sie nutzen die Koordinaten der Atome von 
Proteinstrukturen, um eine Solvatationsenergie aus der Zugänglichkeit der Aminosäuren zum 
Lösungsmittel zu berechnen und die Energien der individuellen energetischen Inkremente der 
Atomgruppen der Aminosäuren (sog. „Atomic Solvatation Parameter“) zu ermitteln. Diese 
Parameter leiten sie aus zwei statistischen Experimenten zur Oberfläche von Aminosäureketten 
in Proteinen und deren Lösungsmittelzugänglichkeit [JANIN 1979, ROSE et al. 1985], Lösungs-
studien der Aminosäuren in wässrigem Ethanol und Dioxan [NOZAKI & TANFORD 1971], den 
bereits erläuterten Ergebnissen von Wolfenden zum Dampfdruck der Aminosäuren [WOLFENDEN 
et al. 1981] und schließlich ihren Überlegungen zum hydrophoben Dipolmoment eines 
beliebigen Proteins ab [EISENBERG et al. 1982]. Daraus wurde später eine Methode zur 
Bestimmung einer Periodizität in der Hydrophobie von Proteinsegmenten zur Detektion von 
Sekundärstrukturelementen und eine Skala zur Analyse von Oberflächenbereichen bzw. Mem-
branbereichen von Proteinen abgeleitet [EISENBERG et al. 1984]. 
 
11) Hydrophobizität und Potential von Peptiden für Epitope: Die Voraussage von Bereichen 
mit Potential für Epitope (antigene Determinanten) entwickelten Hopp und Woods durch die De-
tektion der größten lokalen Hydrophobizität in einer Kette [HOPP & WOODS 1981, HOPP & 
WOODS 1983]. Als Skala werden die für den Zweck angepassten Daten von Levitt [LEVITT 1976] 
zugrunde gelegt. Der Autor greift ebenfalls auf die Ergebnisse von Nozaki [NOZAKI & TANFORD 
1971] zurück und kombiniert sie mit den Analysen zur lösungsmittelzugänglichen Fläche in Pro-
teinstrukturen von Lee, Richards und Chothia [LEE & RICHARDS 1971, CHOTHIA 1974].  
 
Abb. 5 zeigt für die Aminosäuren einen Überblick der Werte zur Hydropathie der vorgestellten 
Skalen, mit ihren unterschiedlichen Anwendungsbereichen. Um einen Vergleich zu ermöglichen, 
wurde nach der bereits beschriebenen Methode von Cornette et al. [CORNETTE et al. 1987] 
normiert. Die Diversität der präsentierten Skalen zeigt, dass es keine universelle Abbildung der 
Hydropathie für Aminosäuren geben kann. Es lassen sich nur ähnliche Tendenzen für die stark 
hydrophilen Aminosäuren auf der linken Seite (z. B. Asp, Arg, Glu und Lys) und besonders 
hydrophobe Aminosäuren auf der rechten Seite (z. B. Leu, Phe, Trp und Val) ableiten (Abb. 5). 
Jedoch kann nur durch die Angabe des Einsatzbereiches, der zugrunde liegenden Daten und Be-
rechnungsmethoden eine sinnvolle Einordnung erfolgen. 
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Abb. 5: Hydropathieskalen der Aminosäuren; normiert nach der Methode von [CORNETTE et al. 1987] 
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1.4  Die Aggregation von Proteinen und Peptiden 
1.4.1 Organisation von Peptidstrukturen 
Das Verständnis und die Steuerung von der organisierten oder zufälligen Zusammenlagerung 
von Peptiden und Proteinen spielt in verschiedenen wissenschaftlichen Disziplinen eine wesent-
liche Rolle. Die physikalische Chemie untersucht das Wesen der Interaktion zwischen den Mole-
külen und definiert thermodynamische Größen, wie zum Beispiel für die Enthalpie, die freie 
Energie oder die Entropie. Sie beschreibt die Aggregation, Organisation und Modifikation von 
Proteinen (z. B. Micellbildung, Denaturierung, Koagulation) auf molekularer Ebene [VISSER 
1992, NELSON & EISENBERG 2006]. Diese Prozesse sind aus dem alltäglichen Gebrauch bei der 
Herstellung und Verarbeitung von Lebensmitteln bekannt und werden in der Lebensmittelchemie 
und -technologie untersucht [BELITZ et al. 2007, VAN DER LINDEN & VENEMA 2007]. Die 
Biochemie erforscht die krankhafte Ausbildung von extrazellulären Amyloidstrukturen [SIPE 
2005] und im medizinischen Kontext deren Diagnose und Therapieansätze [AGGELI et al. 2001, 
SCIARRETTA et al. 2006]. Die Materialwissenschaftler sind wiederum an der gezielten Nutzung 
solcher definierten Amyloidstrukturen, als Vorlage zur Generierung von Nanostrukturen (z. B. 
für Nano-Metallröhren oder -bänder), interessiert [GAZIT 2007]. Die Aufzählung lässt sich fast 
beliebig erweitern und oft überschneiden sich die genannten Forschungsgebiete. 
Die im wahrsten Sinne lebenswichtige Strukturausbildung von Peptiden und Proteinen lässt sich 
auch von der Seite der Moleküle beleuchten. So werden die strukturelle Stabilisierung der Matrix 
von Knorpel- und Knochengewebe, die Elastizität von Sehnen, Bändern und der menschlichen 
Haut durch das Protein Collagen gewährleistet. Es sind 28 Collagen-Typen bekannt, welche 
durch 43 Gene codiert werden [CHAN et al. 2008]. Die Organisation der Struktur erfolgt durch 
die Selbstassemblierung von Helices aus je drei Polypeptidketten, die sich zu linearen oder netz-
artigen Fibrillen verbinden können [KADLER et al. 1996]. Nicht zuletzt durch die korrekte 
Anordnung der Einzelmoleküle zu einem Fibrillstrang wird die Funktion eines Gewebes 
gewährleistet. 
Die krankhafte Ablagerung von unlöslichen Proteinaggregaten in den Zellzwischenräumen ist 
ein Beispiel für die fehlerhafte Assoziation von Peptidsträngen. Dieses umfangreiche Gebiet in 
der Biochemie und Medizin wird mit dem Begriff Amyloidose umrissen. Sie entsteht durch eine 
Störung im Faltungsvorgang von Proteinen. Jenes führt zur Ausbildung von unlöslichen 
Aggregatstrukturen [SIPE 1992]. Störungen, die in Zusammenhang mit Amyloidstrukturen 
stehen, sind zum Beispiel die neurodegenerativen Krankheiten Alzheimer und Parkinson [KOO 
et al. 1999], Formen der transmissiblen spongioformen Enzephalopathie (TSE) [PRUSINER 1991] 
und Typ-II-Diabetes [WESTERMARK et al. 1990]. 
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pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Phe6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-NH2 
Acetyl-D-Nal(2)1-D-Phe(4Cl)2-D-Pal(3)3-Ser4-Tyr5-D-Cit6-Leu7-Arg8-Pro9-D-Ala10-NH2 
Acetyl-D-Nal(2)1-D-Phe(4Cl)2-D-Pal(3)3-Ser4-N-Me-Tyr5-D-Hcit6-Nle7-Arg8-Pro9-D-Ala10-NH2 
Acetyl-D-Nal(2)1-D-Phe(4Cl)2-D-Pal(3)3-Ser4-Tyr5-D-Hcit6-Leu7-Lys(iPr)8-Pro9-D-Ala10-NH2 
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1.4.2 Aggregation ausgewählter GnRH-Analoga 
Eine Gruppe von Peptiden, die in unserer Arbeitsgruppe bereits in Bezug auf Funktion und Wir-
kungsmodifizierung untersucht wurden, sind Derivate des Gonadotropin-Releasing-Hormons 
(GnRH) der hypothalamisch-pituitär-gonadalen Achse. Dieses Dekapeptid bindet spezifisch an 
den GnRH-Rezeptor der Hypophysenmembran und induziert über mehrere Schritte die 
Produktion der Gonadotropine „Follikelstimulierendes Hormon“ (FSH) und „Luteinisierendes 
Hormon“ (LH) [STOJILKOVIC et al. 1994]. Diese beiden Peptidhormone wirken ihrerseits auf die 
Freisetzung der Sexualsteroide ein. Wie in Studien verschiedener Derivate des GnRH (Abb. 6) 
gezeigt werden konnte, besitzen hydrophobere Strukturen das Potential zur Aggregation.  
 
 
Abb. 6: Struktur der GnRH-Analoga Cetro-, Oza-, Teverelix und D-Phe6-GnRH 
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Umfangreiche Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe kennzeichnen die Bedeutung und Eigen-
schaften dieser Systeme [EICHLER 2007, KICK 2007, LANG 2005, RATTEI 2002]. So kann die 
Eigenschaft der Zusammenlagerung einerseits problematisch sein, wenn ein aggregiertes 
Gelsystem in einer zuverlässigen Applikationsform einem Patienten injiziert werden soll. Auf 
der anderen Seite lassen sich so Depotformulierungen präparieren, die über einen langen 
Zeitraum gleichmäßig bestimmte Peptiddosen freigeben. Der theoretische Hintergrund der Asso-
ziation ist jedoch noch wenig verstanden. Die Vorgänge der Aggregation lassen sich im Experi-
ment sehr gut reproduzieren. Sie können als grundlegende Systeme verstanden werden, welche, 
losgelöst von der eigentlichen hormonellen Funktion eines solchen Peptides, als Modell zur 
Analyse der Vorgänge bei der Assoziation verwendet werden. 
Lang und Rattei untersuchten in der Arbeitsgruppe die Komplexierung von Cetrorelix, Ozarelix 
und weiterer GnRH-Analoga unter der Fragestellung der Wirkungsmodifizierung dieser poten-
tiellen Medikamente [RATTEI 2002, LANG 2005]. Rattei etablierte ein Modell zur zeitlichen 
Detektion der Freisetzung von Cetrorelix-Komplexen durch dynamische Liberation mittels 
Ringerlösung. Lang bestimmte eine kritische Aggregatbildungskonzentration des Cetrorelix von 
ccac, Cetro ≈ 0,04 mg/ml und demgegenüber des Ozarelix von ccac, Oza ≈ 0,17 mg/ml in 10 mM 
Ammoniumacetatlösung durch Messung der Änderung der extrinsischen Fluoreszenz von 
Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat bei dessen Einlagerung in hydrophobe Struktur-
bereiche. Ozarelix neigt erst bei Konzentrationen zur Aggregation, die etwa vier Mal so hoch 
wie die Aggregationskonzentration des Cetrorelix liegen. Das Peptid Teverelix verhält sich phy-
sikalisch sehr ähnlich wie Cetrorelix. Das hydrophilere D-Phe6-GnRH besitzt keine Neigung zur 
Aggregation und dient daher als Referenzsubstanz für die Studien in dieser Arbeit. 
 
1.4.3 Amyloide Peptidstrukturen als Modell für den Prozess der Aggregation 
In diesem Abschnitt werden einige Peptidstrukturen vorgestellt, die im Experiment aggregieren-
de Eigenschaften zeigen und aufgrund ihrer molekularen Größe für eine schnelle molekülmecha-
nische Modellierung im Rahmen dieser Arbeit geeignet sind. Zusätzlich werden der Ursprung 
der Peptide aus größeren Mutterstrukturen und die eigentliche Funktion und Eigenschaften der 
Moleküle vorgestellt. Dadurch soll der Kontrast zwischen der oft lebenswichtigen Funktion be-
stimmter Peptide und der krankhaften Veränderung betont werden, die durch auf verschiedensten 
Wegen entstehende Amyloidstrukturen hervorgerufen wird. 
Das Amyloid-Precursor-Protein ist ein membranverankertes Protein und besitzt verschiedene 
Isoformen mit variablen Kettenlängen (Abb. 7). Dominierend im Gehirn sind die Varianten mit 
695, 751 bzw. 770 Aminosäuren [BANDYOPADHYAY et al. 2007]. Zusammenfassend werden 
verschiedene Aufgaben bei der Regulation von zellulären Prozessen im Zentralnervensystem, 
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H2N COOH
        Membrandomäne 
 
Extrazelluläre Domäne          Intrazelluläre Domäne 
 ..ISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVML..  
Amyloid-Precursor-Protein
Amyloid-β-Peptide 
β- Sekretase      α-Sekretase       γ40/γ42-Sekretase 
ca. 700 Aminosäuren, 
je nach Isoform 
zum Beispiel bei der Ausbildung, Veränderung und Regeneration von Nervenzellen (neuronale 
Plastizität), als Kontaktrezeptor bei der Zelladhäsion und als Wachstumsregulator nach der enzy-
matischen Spaltung und Sekretion löslicher Peptide diskutiert [TURNER et al. 2003, GRALLE & 
FERREIRA 2007]. 
 
Insbesondere zwei der durch β- und γ-Sekretasen abgespaltenen Amyloid-β-Peptide (Aβ) der 
Aminosäuren 1-40 (Aβ1-40) bzw. 1-42 (Aβ1-42) sind die wesentlichen Bestandteile der detektier-
baren Aggregate bei einer Alzheimer-Erkrankung [SIPE 2005]. 
Erfolgt die Spaltung durch α-Sekretasen, entstehen nicht aggregierende Fragmente 
[BANDYOPADHYAY et al. 2007]. Das kurze Fragment KLVFFAE (Aβ16-22) zeigt in-vitro 
aggregierende Eigenschaften und bildet amyloidartige Fibrillen aus [GORDON et al. 2001, LU 
et al. 2003, CHILDERS et al. 2008].  
Das Amylin oder Insel-Amyloid-Polypeptid wird als Hormon zusammen mit Insulin ausgeschüt-
tet und bildet die Hauptkomponente einer Amyloidablagerung in der Bauchspeicheldrüse bei 
Diabetes Typ 2 [COOPER et al. 1987, ROBERTS et al. 1989]. Das humane Peptid (hIAPP) besteht 
aus 37 Aminosäuren und enthält eine Disulfidbrücke. Es entsteht aus Pre-Pro-Insel-Amyloid-
Polypeptid [SANKE et al. 1988, MOSSELMAN et al. 1989], welches in mehreren Schritten gespal-
ten wird (Abb. 8). Die Vorläuferstruktur beginnt N-terminal mit einer Sequenz, die als Signal-
peptid identifiziert (Pos. 1-22) und durch eine Peptidase-Spaltstelle mit einem Alanin begrenzt 
wird [HEINJE 1983]. Nach der Spaltung resultiert das komplette 67 Aminosäuren enthaltende 
Pro-Insel-Amyloid-Polypeptid [MOSSELMAN et al. 1988]. Dieses wird in den Langerhansschen 
Inseln des Pankreas zwischen Arginin und Lysin (Pos. 11-12) durch Proprotein-Convertase 2 
und zwischen Arginin und Asparagin (Pos. 51-52) durch Proprotein-Convertase 1/3 gespalten 
[BADMAN et al. 1996, HIGHAM et al. 2000, MENG et al. 2007]. Die C-terminalen Aminosäuren 
Arginin und Lysin werden anschließend schrittweise durch Carboxypeptidase E abgetrennt 
[BRADBURY et al. 1982, MARZBAN et al. 2005]. Der endständige Glycinrest wird durch eine 
 
Abb. 7: Amyloid-Precursor-Protein, Aminosäuresequenz des Amyloid-β-Proteins und Spaltstellen der α-, β- 
bzw. γ-Sekretasen 
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Pro-Insel-Amyloid-Polypeptid (67 Aminosäuren) 
TPIESHQVEKRKCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTYGKRNAVEVLKREPLNYLPL 
MGILKLQVFLIVLSVALNHLKATPIESHQVEKRKCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTYG
K
LPLYNLPERKLVEVANR
Pre-Pro-Insel-Amyloid-Polypeptid (89 Aminosäuren)
Proprotein-Convertase 2                Proprotein-Convertase 1/3 
Signal-Peptid und Spaltstelle  
für Peptidase 
Carboxypeptidase E 
Peptidylglycin-α-
amidierende 
Monooxygenase 
KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-CONH2 
Insel-Amyloid-Polypeptid, Amylin (37 Aminosäuren) 
Peptidylglycin-α-amidierende Monooxygenase entfernt und der C-Terminus amidiert 
[BRADBURY et al. 1982, BRADBURY & SMYTH 1991, MILGRAM et al. 1997]. 
 
 
Abb. 8: Schritte der Generierung des Insel-Amyloid-Polypeptides aus seinen Vorstufen 
 
Young (2005) tabelliert mehr als 60 verschiedene geprüfte Effekte für Amylin [YOUNG 2005a]. 
Dabei ist jedoch zwischen Ergebnissen, die in-vitro im Zell- bzw. Gewebsmodell erhalten 
wurden und Wirkungen, die für den gesamten Organismus untersucht und überprüft wurden, 
kritisch zu unterscheiden. Für die letztere Gruppe werden das Einsetzen des Sättigungsgefühls 
[LUTZ 2005], die Verzögerung der Leerung des Magens durch die Verringerung der Säure-
produktion und Sekretion von Verdauungsenzymen [YOUNG et al. 1995, REIDELBERGER et al. 
2001] sowie die Inhibierung der Ausschüttung von Glucagon diskutiert [YOUNG 2005a]. Zusam-
menfassend wird angenommen, dass Amylin somit die Aufnahme und Freisetzung von 
Nährstoffen ins Blut in Interaktion mit Insulin steuert [YOUNG 2005a, YOUNG 2005c, YOUNG 
2005b, KASTIN 2006]. 
Die Aminosäuren 20 bis 29 (SNNFGAILSS) wurden als amylogene Region in fibrillären Abla-
gerungen identifiziert [HOPPENER et al. 2000]. Das fortlaufende Wachstum der fibrillären 
Strukturen wirkt toxisch durch die Schädigung der Membranen der betroffenen Zellbereiche der 
Langerhansschen Inseln im Pankreas [ENGEL et al. 2008]. Das Hexapeptid NFGAIL ist das 
Fragment der Aminosäuren 22 bis 27. Es kennzeichnet die minimale Peptideinheit mit der 
Fähigkeit zur Ausbildung von langkettigen amyloidartigen Fibrillen. Das kürzere Fragment 
FGAIL aggregiert ebenfalls. Es zeigt jedoch nicht die ausgeprägte fibrilläre amyloidartige 
Struktur [TENIDIS et al. 2000]. Zanuy et al. simulierten die Ausbildung von stabilen Aggregaten 
mit NFGAIL in Molekular-Dynamik-Simulationen im Kraftfeld CHARMM. Gleichzeitig konnte 
die Desintegration des nicht aggregierenden NAGAIL-Peptides erfasst werden [ZANUY et al. 
2003]. 
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MGFQKFSPFLALSILVLLQAGSLHAAPFRSALESSPADPATLSEDEARLLLAALVQDYVQMKASELEQEQE
R
E
G
NANQPMSVHPRHDRELDSSMDRKKGPAGVGIATQPFTHFKNFDQTYTGLMCTSLNGCRKSRPSDLSS
Pre-Pro-Calcitonin (141 Aminosäuren) 
Signal-Peptid und Spaltstelle  
für Peptidase 
Pro-Calcitonin (116 Aminosäuren)
APFRSALESSPADPATLSEDEARLLLAALVQDYVQMKASELEQEQEREGSSLDSPRSKRCGNLSTCMLGTY
T
Q
NANQPMSVHPRHDRELDSSMDRKKGPAGVGIATQPFTHFKNFD
Proprotein-Convertase 
Proprotein-Convertase 
(alternative Spaltstellen) 
Carboxypeptidase 
Peptidylglycin-α-
amidierende 
Monooxygenase 
Calcitonin (32 Aminosäuren) 
CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP-CONH2
Die Ausbildung von initialen Aggregationszentren konnte in Dynamik-Simulationen an Di-, Tri- 
und Tetrameren des NFGAIL gezeigt werden [WU et al. 2004]. In Erweiterung dieses Systems 
wurden zusätzlich Oktamere des nativen Fragments modelliert. Der aromatische Ring des 
Phenylalanins spielt bei der Ausbildung geordneter Aggregate eine entscheidende Rolle. Diese 
Information wurde durch Simulationen der nicht aggregierenden Mutante NAGAIL im selben 
Modell erhalten [WU et al. 2005b]. Ausgehend von stabilen NFGAIL-Oktameren konnte die 
Ausbildung von größeren Oligomeren mit β-Faltblattstrukturen gezeigt werden [WU et al. 
2005b, WU et al. 2005a]. 
Das humane Calcitonin (hCT) besteht aus 32 Aminosäuren. Die Cysteine der Positionen 1 und 7 
sind durch eine Disulfidbrücke verbunden, der C-Terminus ist amidiert [MACINTYRE et al. 
1980]. Die Generierung des biologisch aktiven Peptides zeichnet eine große Analogie zur Pro-
zessierung des Amylins aus (vgl. dazu Abb. 8 und Abb. 9). Die Gene der Peptide gehören beide 
zur Gruppe der Calcitonin-Gen-Familie (Gene: CALC-I bis CALC-V), für die ein gemeinsamer 
evolutionärer Ursprung diskutiert wird [JONAS et al. 1985, OGOSHI et al. 2006, HU & GAGEL 
2008]. Demgemäß besitzen die resultierenden Peptide Homologien in ihren Aminosäuresequen-
zen. 
 
S 
Abb. 9: Schritte der Generierung des Calcitonins aus seinen Vorstufen 
 
Das Vorläuferpeptid Pre-Pro-Calcitonin besteht aus 141 Aminosäuren mit einer Spaltstelle 
zwischen den zwei Alaninen an Position 25 und 26 für eine Endopeptidase [LE MOULLEC et al. 
1984, RUSSWURM et al. 1999]. N-terminal beginnt das Peptid mit einer hydrophoben 
Signalsequenz [DALBEY et al. 1997, EL HAGE et al. 2008] zur Vermittlung der Bindung an die 
Membran des endoplasmatischen Retikulums [JOHNSON & VAN WAES 1999], gefolgt von der 
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Peptidsequenz des Pro-Calcitonins [MEISNER 2000, MEISNER 2002, BECKER et al. 2004]. Das 
Pro-Peptid wird N-terminal nach Arginin an Position 59 und C-terminal alternativ nach Lysin 
(Pos. 94) bzw. Arginin (Pos. 95) durch Proprotein-Convertase gespalten. Resultierende 
überzählige Aminosäuren des Di- bzw. Tripeptides (KK[R]) am C-Terminus werden durch 
Carboxypeptidase schrittweise entfernt, um Calcitonin zu erhalten [NYLÉN et al. 1996, HU & 
GAGEL 2008]. Schließlich erfolgt eine Amidierung des Prolins unter Abspaltung des 
endständigen Glycins durch Peptidylglycin-α-amidierende Monooxygenase [JACOBS et al. 1981, 
BRADBURY et al. 1982, BRADBURY & SMYTH 1991]. Das Auftreten einer glykosylierten Form 
des Calcitonins (am Asn; Pos. 3) wird beobachtet [FLANDERS et al. 1986, GKONOS et al. 1989, 
MELELEO et al. 2006]. 
Die klassisch beschriebene Funktion des Calcitonins besteht in der Senkung des Calciumspiegels 
im Blut, primär durch die Inhibierung des Knochenabbaus durch die Osteoklasten und durch die 
Verhinderung der Rückresorption des Ions in der Niere [VOET & VOET 1996]. Kritisch zu 
betrachten ist hierbei jedoch, dass keinerlei Symptome für einen Calcitonin-Mangel (bei einer 
Thyreoidektomie) bzw. Überschuss (bei Patienten mit Schilddrüsenkrebs) bekannt sind [MUNDY 
& GUISE 1999]. Experimente zur Bestimmung des Einflusses von Calcitonin auf den Calcium-
spiegel wurden des Weiteren nicht unter physiologisch relevanten Bedingungen durchgeführt 
bzw. ausreichend reproduziert [HIRSCH & BARUCH 2003]. Hirsch schlägt aus bekannten 
Ergebnissen drei Hypothesen für die Bedeutung des Calcitonins vor [HIRSCH et al. 2001]: 
Erstens, das Hormon könnte im Laufe der Evolution seine Funktion verloren haben. Zweitens, 
Calcitonin reguliere den Wasserhaushalt und/oder das Säure-Base-Gleichgewicht im Körper bei 
Stresszuständen (z. B. zur Verhinderung einer Dehydratation). Schließlich drittens, Calcitonin 
induziere die Bildung eines kolloidalen Komplexes für Phosphat und Calcium als Speicher zur 
Bereitstellung dieser Ionen. 
Es wurde nachgewiesen, dass Calcitonin amyloidartige fibrilläre Ablagerungen im Körper 
ausbildet [SILVER et al. 1988, GILCHRIST & BRADSHAW 1993, AVIDAN-SHPALTER & GAZIT 
2006, KAMIHIRA et al. 2006]. Die Teilstruktur DFNKF (hCT15-19) bildet, im Gegensatz zu dem 
Kontrollpeptid DANKA, geordnete fibrilläre Strukturen aus [RECHES et al. 2002]. Flöck et al. 
zeigten anhand der kurzen Peptide DFNKF, FF und dem nicht amylogenen Kontrollpeptid 
AGAIL die Neigung zur Aggregation anhand von Dynamik-Studien im GROMOS96-Kraftfeld 
[FLÖCK et al. 2006]. 
Bei Patienten mit einer langjährigen Dialysebehandlung wird eine systemisch manifestierte 
Störung beobachtet, die als „Dialyse-Amyloidose“ oder „β2-Mikroglobulin assoziierte Amyloi-
dose“ bezeichnet und mit der Länge der Behandlung zunehmend diagnostiziert wird [SCHWALBE 
et al. 1997, MIYATA et al. 1998, BUXBAUM 2004]. Der Nachweis von Amyloidablagerungen des 
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β2-Mikroglobulins erfolgt besonders in der Synovialflüssigkeit der Gelenke [FLOEGE et al. 
1999]. Das β2-Mikroglobulin [ESPOSITO et al. 2005, ROSANO et al. 2005] ist ein Peptid mit 99 
Aminosäuren (Abb. 10) [CUNNINGHAM et al. 1973, SUGGS et al. 1981, PARKER & STROMINGER 
1982, GUSSOW et al. 1987]. Es stellt eine Untereinheit des Haupthistokompatibilitätskomplexes 
der Klasse I dar [BJORKMAN & PARHAM 1990].  
 
 
Abb. 10: Primärstruktur des β2-Mikroglobulins 
 
Diese Moleküle bestehen aus einer membranverankerten α-Kette, mit drei strukturellen Domä-
nen (α1, α2 und α3), einer Spalte zur Beladung mit einem Okta- bis Dekapeptid zur Antigen-
Präsentation (P) und dem nicht-kovalent gebundenen β2-Mikroglobulin (β2-MG, Abb. 11) 
[JANEWAY 2001, CRESSWELL et al. 2005]. Es zeigt sich eine große Ähnlichkeit in der Amino-
säuresequenz der konstanten Domäne der leichten Ketten von Immunglobulinen [PETERSON 
et al. 1972, GUSSOW et al. 1987] und deren Präferenz zur Ausbildung von β-Faltblattstrukturen 
[BECKER & REEKE 1985, JAHN et al. 2008]. 
 
 
Abb. 11: Modell des Haupthistokompatibilitätskomplexes der Klasse I mit präsentiertem Modellpeptid (P), 
α-Domänen (α1-3) und β2-Mikroglobulin (β2-MG) nach [JANEWAY 2001, CRESSWELL et al. 2005] und Tertiär- 
und Sekundärstruktur des Komplexes (erstellt aus pdb-Struktur: 1HSA) nach [MADDEN et al. 1992]  
 
Im in-vitro-Experiment konnten die aggregierenden Eigenschaften der Teilsequenz des β2-
Mikroglobulins NHVTLSQ (Pos. 83-89) nachgewiesen werden [IVANOVA et al. 2004]. In einer 
Dynamik-Simulation mit expliziter Wasserumgebung wurde die Ausbildung von Dimeren in β-
Faltblattstruktur beobachtet [LEI et al. 2006]. Nicht aggregierende Vergleichsstrukturen waren 
das entsprechende β2-Mikroglobulin-Heptapeptid der Maus KHDSMAE und eine zufällig 
erzeugte Aminosäureabfolge des aggregierenden Peptides, QVLHTSN. 
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Jayakumar et al. studierten das Aggregationspotential des hydrophoben Tetrapeptides VLPF. 
Das Peptid wurde synthetisiert und die kritische Micellbildungskonzentration in Abhängigkeit 
von der Temperatur als Parameter für die Aggregation des Peptides ermittelt [JAYAKUMAR et al. 
1995]. Als Methoden kamen dabei die Fluoreszenz- und UV-Spektroskopie sowie die konzentra-
tionsabhängige pH- bzw. Leitfähigkeitsmessung zum Einsatz. Die gleiche Arbeitsgruppe 
untersuchte das Pentapeptid YPGDV. Die Änderung der Tyrosin-Fluoreszenz in Abhängigkeit 
von der Konzentration des Peptides wurde als Maß für eine beginnende Micellbildung als 
Parameter verwendet. Es wurde eine minimale Aggregationskonzentration von ca. 0,27 mM 
ermittelt [JAYAKUMAR et al. 2000].  
Bestimmte kurze Peptidsequenzen zeigen die gleiche Fähigkeit der Aggregation, wie die Pro-
teine. In dieser Arbeit sollen die kleinsten Kernfragmente, die eine Zusammenlagerung von 
Molekülen begünstigen, in Kraftfeldmodellen untersucht werden. Die aus den vorgestellten 
Studien dieses Kapitels abgeleiteten und zu modellierenden amyloidartigen Peptidstrukturen 
werden in Tab. 6 zusammengetragen. 
Tab. 6: Kurzkettige aggregierender Peptidfragmente als Modelle für die Kraftfeldmodellierung 
Peptidsequenz Zugehöriges Protein Aggregationsstudie 
DFNKF (hCT15-19) Humanes Calcitonin [RECHES et al. 2002] 
NFGAIL (hIAPP22-27)  Insel-Amyloid-Polypeptid [TENIDIS et al. 2000] 
VLPF Modellpeptid [JAYAKUMAR et al. 1995] 
YPGDV Modellpeptid [JAYAKUMAR et al. 2000] 
NHVTLSQ β2-Mikroglobulin [IVANOVA et al. 2004] 
FF (Aβ19-20) Amyloid-β-Protein [RECHES & GAZIT 2003] 
NAGDVAFV Lactoferrin [NILSSON & DOBSON 2003] 
KLVFFAE (Aβ16-22) Amyloid-β-Protein [GORDON et al. 2001, LU et al. 2003, CHILDERS et al. 2008] 
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2 Zielstellung 
 
Die Studien dieser Arbeit sollen die Aggregation der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix durch 
analytische und computergestützte Modelle beschreiben und gleichzeitig klären, ob sich die 
zugrunde liegenden physikochemischen Abläufe auch für die Beschreibung und Aufklärung der 
Aggregationsvorgänge anderer hydrophober Peptide übertragen und verallgemeinern lassen. 
Ausgangspunkt sind umfangreiche Studien und Methoden zur Entschlüsselung der Vorgänge 
während der Aggregation [BEIL 2012, HEMPELT 2012, EICHLER 2007, KICK 2007, LANG 2005, 
RATTEI 2002, MURGAS 1998]. Sie dienen als Basis und Prüfinstrument für die computergestüt-
zten Simulationen zur Modellierung hydrophober Peptidsysteme der genannten GnRH-Antago-
nisten und für weitere assoziierende Strukturen aus dem Bereich der amyloidbildenden Peptide. 
Ausgewählte hydrophobe Fragmente aus der Gruppe der amyloidbildenden Peptide wurden 
vorgestellt und deren normale Prozessierung und Funktion der krankhaften Veränderung gegen-
übergestellt. Diese Strukturen sollen im Computermodell als Referenzsystem für die Vertiefung 
und Prüfung der Modellierungsmethode und als Vergleichsobjekte für sich ausbildende 
Strukturen und Wechselwirkungen dienen. Auf diese Weise soll das grundlegende Verständnis 
der „Chemischen Natur“ von Peptidaggregaten auf theoretischer Ebene verbessert werden.  
Für die Realisierung der Modellierungsvorhaben müssen die programmtechnischen Vorausset-
zungen am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie geschaffen und ein Rechencluster für die 
Nutzung der vorhandenen Rechenkapazitäten unter optimaler Verteilung der Modellierungs-
aufgaben entwickelt werden. Für diesen Zweck ist ein neues linuxbasiertes Simulationssystem 
aufzubauen, welches die vorhandenen Ressourcen flexibel nutzbar macht. Die Computer der 
Büros und in den Laboren sollen hierbei nach Arbeitsende automatisch in den Cluster 
eingegliedert und bei Bedarf leicht und fehlerfrei daraus freigegeben werden können. Nach der 
Erstellung der notwendigen soft- und hardwaretechnischen Voraussetzungen für die 
Verknüpfung der Computer über das Netzwerk des Fachbereiches soll die Zuverlässigkeit der so 
geschaffenen Basis für die Modellierung der Peptidsysteme geprüft und optimiert werden.     
Eine wichtige Problemstellung für die Simulation der Dekapeptide hat sich durch die bisherigen 
Untersuchungen herauskristallisiert. Für die Modellierung von größeren Proteinstrukturen kann 
meist auf bekannte Sekundär- und Tertiär-Strukturen, wie zum Beispiel durch Röntgenkristallo-
graphie oder Kernresonanzspektroskopie ermittelte räumliche Anordnung der Atome und 
Moleküle, zurückgegriffen werden. Für die kleineren Peptide, die wie Cetro- und Ozarelix keine 
einheitliche Vorzugsstruktur besitzen, besteht diese Möglichkeit oft nicht. Die in dieser Arbeit 
entwickelte Strategie muss darauf abzielen, einen repräsentativen Umfang der energetisch 
günstigen Strukturen von kleineren Peptiden zu erfassen und das Potential zur Aggregation 
dieser Moleküle durch gezieltes Docking der Moleküle zu erforschen. Entsprechende Module, 
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die diese besonderen Anforderungen erfüllen, müssen dafür programmiert und getestet werden. 
Zunächst muss die Funktion und die Eignung der zu entwickelnden Modellierungsmethode am 
Beispiel von berechneten solvatisierten Konformerensets und gedockten Cluster der Dekapeptide 
Cetro- und Ozarelix und für solvatisierte Aminosäurecluster geprüft und validiert werden. 
Gleichzeitig ist das Zusammenspiel von hydrophober Stabilisierung und Interaktion mit der 
Wasserhülle in solvatisierten Systemen der hydrophoben Peptide aufzuklären und die Aus-
bildung von Sekundär- und Tertiärstrukturen zu analysieren. Die inter- und intramolekulare 
Interaktion der Moleküle soll hierfür untersucht werden. Dazu ist es wichtig, die hydrophoben 
und hydrophilen Wechselwirkungen (d. h. die Hydropathie) der einzelnen Aminosäuren der 
Peptide in ihren Seitenketten und im Rückgrat zu erfassen und zusätzlich die potentiellen 
Wasserstoffbrückenbindungen der erzeugten Cluster zu berechnen.  
Die erhaltenen Ergebnisse der Docking- und Dynamik-Simulationen sind schließlich in Erwei-
terung der reinen Papierform dieser Arbeit in einer plattformübergreifenden Präsentation auf 
dafür anzulegenden Internetseiten zu visualisieren und eindeutig zu referenzieren. Zusätzlich soll 
ein geeignetes Medium für den lokalen vom Internet unabhängigen Zugriff entwickelt werden. 
Die Abbildungen in dieser Arbeit sollen damit durch virtuelle 3D-Strukturen der zugehörigen 
Aggregate mit der Option der freien Dreh-, Verschieb- und Vergrößerbarkeit der dargestellten 
Moleküle ergänzt und aufgewertet werden. Die dort zugänglichen interaktiven Module sollen 
daher bewusst parallel zum Betrachten der Analysen und Darstellungen in dieser Arbeit genutzt 
werden, um die Möglichkeiten zum Verständnis der dargelegten Fakten visuell zu unterstützen. 
In diesem Zusammenhang ist es das Ziel, eine geeignete und einfach zu bedienende Datenbank 
für den eindeutigen Zugriff auf die virtuellen 3D-Strukturen der analysierten Peptidcluster 
aufzubauen und die Funktion dieses Systems auch in Zukunft zu gewährleisten. Letzteres soll 
durch die Wartung der zugehörigen Seiten und interaktiven Module durch den Autor auch nach 
dem Abschluss dieser Arbeit erfolgen.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Erstellung, Bearbeitung, Konvertierung und Visualisierung von Molekülen 
3.1.1 Nützliche Programmpakete zur Modellierung von Molekülen 
Für das Zeichnen von Molekülen, die Umwandlung in 3D-Koordinatendateien und die Betrach-
tung oder Analyse von Strukturen lassen sich verschiedene frei zur Verfügung stehende Pro-
gramme einsetzen. In Tab. 7 wurde der Satz von Werkzeugen zusammengetragen, mit denen die 
Modellierung der Peptide im Rahmen dieser Arbeit realisiert wurde. Die Auswahl stellt einen 
möglichen Weg zur Lösung der notwendigen Aufgaben dar. Da fast täglich neue Module im 
Bereich der Computerchemie veröffentlicht werden, könnten auch neuere Versionen oder alter-
native Programme und Pakete verwendet werden. Dabei sollte jedoch immer die Kompatibilität 
(z. B. beim Zeichnen und Export von Molekülen) geprüft werden. Für die korrekte Verwendung 
der Programme wird auf die integrierte Hilfefunktion und Anleitung der jeweiligen Pakete ver-
wiesen. 
Tab. 7: Überblick zu den ausgewählten Programmen im Rahmen dieser Arbeit 
Programm/Plattform Verwendung Quelle 
ACD/ChemSketch, v12.01 
Windows, Linux (emuliert) 
Komfortables Zeichnen von Molekülen und 
Export als mol-Datei zur Weiterverarbeitung 
[ACD 2010] 
ArgusLab, v4.0.1 
Windows 
Alternative zum Erstellen von Strukturen, 
Export als pdb- oder mol-Datei zur 
Weiterverarbeitung 
[THOMPSON 2004] 
ChemOffice, v6.0 
Windows (kommerziell) 
Standardprogramm zum Erstellen von 2D- und 
3D-Strukturen im Tripos-mol2-Format  
[CAMBRIDGESOFT 2000] 
Chimera (UCSF), v1.2/1.4 
/1.5/1.6, Windows, Linux 
Visualisierung von Molekülen, Berechnung von 
Wasserstoffbrücken, VRML-Datei-Export  
[PETTERSEN 2012, 
PETTERSEN et al. 2004] 
Discovery Studio Visualizer, 
v1.6/1.7/2.0/2.5, Windows, 
Linux 
Visualisierung und Konvertierung von 
Molekülen, Analyse von π-π-Stapeln, VRML-
Datei-Export  
[ACCELRYS 2009] 
Forcefield-Explorer und Tinker, 
v4.2, Windows, Linux 
Visualisierung von Tinker-Dateien und Kraft-
feldmodellierung 
[SCHNIEDERS et al. 2004, 
PONDER 2004] 
GLView, v4.3 
Windows 
Darstellung der exportierten VRML-Dateien 
dieser Arbeit außerhalb des Internets 
[GRAHN 2000] 
gOpenMol, v 3.00 
Windows, Linux 
Einlesen und zur Visualisierung verschiedener 
Formate und Export 
[LAAKSONEN et al. 2005] 
Marvin (Sketch), v5.4 
Windows, Linux 
Alternative zum Erstellen von Strukturen, Dar-
stellung der Hydropathie von Molekülen, Export 
auch ins Tripos-mol2-Format möglich 
[CHEMAXON 2011] 
MSIM, v1.0, EVOCAP, v4.0, 
Linux 
Molekülsimulations- und Docking-Umgebung [DRACHE 1999, DRACHE 
2003a] 
OpenBabel, v2.3.0 
Windows, Linux 
Universelles Werkzeug zur Konvertierung 
zwischen unterschiedlichen Molekül-Formaten 
[O’BOYLE et al. 2011, 
HUTCHISON et al. 2010] 
PyMol, v1.0/1.3 
Windows, Linux 
Umfangreiches Werkzeug zur Visualisierung 
und Manipulation von Biomolekülen 
[DELANO 2009, BRUNGER 
& WELLS 2009] 
RasMol v2.7.4.2/2.7.5.2 
Windows, Linux 
Bearbeitung von pdb-Koordinaten-Dateien [BERNSTEIN 2011] 
ViewerLite, v5.0 
Windows 
Export von VRML-Dateien für nachträgliche 
Visualisierung von Solvenswechselwirkungen  
[VIEWERLITE 2002] 
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3.1.2 Visualisierung von modellierten Strukturen und interaktiver Zugriff im 
Webbrowser 
Bei der Übertragung eines dreidimensionalen Objektes auf Papier geht die reale räumliche Infor-
mation zwangsläufig verloren und wird durch die zweidimensionale Abbildung ersetzt. Dennoch 
kann das Gehirn auch aus einer solchen Grafik schon durch wenige Parameter – wie zum 
Beispiel durch Größenvergleich und perspektivische Effekte oder Überlagerung verschiedener 
Objekte – eine räumliche Einordnung einer bestimmten Szene generieren [LONG 2006, NORMAN 
et al. 2004, NORMAN et al. 1995]. Jedoch ist eine weitere räumliche Analyse durch das Betrach-
ten der dargestellten Gegenstände von verschiedenen Seiten oder das nähere Herantreten zur 
Beobachtung von Details nicht möglich. Gerade für die Bewertung der Interaktionen der berech-
neten Moleküle dieser Arbeit und eine Einschätzung deren Lage zueinander wäre Letzteres je-
doch wünschenswert. In Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine in die Ebene projizierte 
Rotation eines Kugelmodells mit dynamisch überlappenden Pentagonstrukturen (Abb. 12 links) 
an seiner Oberfläche sowohl die Rotationsrichtung erkennen als auch einen Tiefeneindruck 
vermitteln lässt.  
Es entsteht für den Beobachter ein dreidimensionaler Eindruck des Objektes [BRAUNSTEIN et al. 
1982, ANDERSEN & BRAUNSTEIN 1983]. So kann ebenfalls schon eine minimale scheinbare 
Verschiebung der Perspektive, wie in autostereoskopischen Darstellungen ausgenutzt, eine 
räumliche Impression vermitteln [SHAN et al. 2004, STENDEL 2008].  
In Anlehnung zu den in diesem Kapitel vorgestellten Experimenten von Braunstein et al. wurde 
im Rahmen dieser Arbeit ein virtueller Fußball mit markanten Pentagonen an der Oberfläche mit 
einem Peptidmolekül Cetrorelix überlagert (Abb. 12 rechts). 
 
  
 
 
Abb. 12: Kugelmodell mit überlappenden Pentagonstrukturen (links) [BRAUNSTEIN et al. 1982] und Erkennung 
der räumlichen Dimension einer computergenerierten 3D-Struktur mit integriertem Peptidmolekül (rechts) 
 
 
Erkennung der räumlichen Dimension: Kugelmodell und Peptidmolekül Webcode 000
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Das virtuelle 3D-Modell wird im Computer in eine gleichmäßige Rotation versetzt (vgl. 
Webcode 000 im Zusatzmaterial). Durch die am Anfang dieses Kapitels beschriebenen 
Parameter der Wahrnehmung erfolgt im Gehirn des Betrachters automatisch die räumliche 
Einordnung der Peptidstruktur und des Kugelmodells, obwohl keine reale 3D-Struktur betrachtet 
werden kann. 
Mit der heutigen Computertechnik, d. h. auf handelsüblichen Notebooks oder Desktop-PCs, 
können die zuletzt genannten Vorgänge für die Abbildung von Molekülen mit der Option der 
Drehung, Verschiebung und Größenänderung der Strukturen leicht realisiert werden. Zur Visu-
alisierung der modellierten Cluster dieser Arbeit in einem beliebigen Webbrowser wurden die 
ausgewählten interessanten Peptidstrukturen dieser Arbeit in das 3D-Format VRML – Virtual 
Reality Modeling/Markup Language (*.vrml- bzw. *.wrl-Dateien) [VRML 1997] – konvertiert. 
Das Format wurde ausgewählt, da Moleküle nach der Bearbeitung mittels Chimera [PETTERSEN 
et al. 2004] oder DS-Visualizer [ACCELRYS 2009] (vgl. Kap. 3.1.1) so leicht und automatisierbar 
zu exportieren sind. Die entsprechenden Moleküle können über die Menüs der Programme 
([File]  [Save as…] bzw. [Export Scene…]) als VRML-Datei gespeichert werden. Chimera 
unterstützt zusätzlich den Export per Skriptdatei für die integrierte Kommandozeile. Die 
vorhandenen Funktionen sind in der jeweiligen Hilfefunktion der Programme ausführlich 
beschrieben. Beispiele für die Bearbeitung von Molekülen sind die Markierung von Wasserstoff-
brücken, das Hervorheben von aromatischen Wechselwirkungen oder der automatische Export 
einer Molekulardynamik-Trajektorie mit mehreren Hundert Strukturen.  
Die Spezifikationen von VRML ermöglichen eine standardisierte Speicherung von 3D-Struk-
turen, die von geeigneten Visualisierungsprogrammen (z. B. GLView [GRAHN 2000], vgl. 
Kap. 3.1.1) universell eingelesen werden können. Die Darstellung der erhaltenen Strukturen 
dieser Dissertation in einem Webbrowser erfolgt durch die Nutzung des Programms Shout3D als 
Plug-in [ISAACS et al. 2012] (Abb. 13). Zur Verwendung kommt eine Testversion (v3.02), 
welche der Entwickler freundlicherweise zur Nutzung für dieses Projekt freigegeben hat. 
Shout3D nutzt die plattformübergreifende Technik Java [ORACLE 2012] in Form eines sog. Java-
Applets mit mehreren Modulen zur interaktiven Visualisierung von VRML-Strukturen. Damit 
die Darstellung funktioniert, muss eine Java-Umgebung installiert und zusätzlich JavaScript in 
den Browsereinstellungen aktiviert sein. 
Die Steuerung der interaktiven Darstellungen ist auf der jeweiligen Internetseite angegeben. Die 
elektronisch verfügbaren Quellen der betreffenden Teile werden durch eine Computer-Ikone 
gesondert gekennzeichnet und mit einem Webcode versehen. Die Suchfunktion des genutzten 
Browsers kann auf der Startseite genutzt werden, um einen bestimmten Webcode aufzufinden. 
Dieser eindeutige Webcode dient als Identifikationsnummer für die computergestützte Darstel-
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lung im zughörigen Internetauftritt des Zusatzmaterials dieser Arbeit mit allen 3D-Strukturen, 
Anleitungsvideos und Bilderfolgen (Abb. 13). Eine lokalisierte Version des Zusatzmaterials für 
Windows und Linux wurde dieser Dissertation auf einer DVD beigelegt. Diese Fassung ist unab-
hängig von einer Internetanbindung verwendbar und kann vom Autor auf Anfrage per E-Mail 
( isopeptide@gmx.de oder isopeptide@gmail.com ) erhalten werden.  
 
 
Internetauftritt des Zusatzmaterials dieser Arbeit: 
www.chm.tu-dresden.de/bc1/3dmodel/ 
 
Beispiel eines Webcodes dieser Arbeit: 
 
 
Cetrorelix-Tetramer mit zusammen gelagerten Naphthylalanin-Resten Webcode 033
 
 
 
  
Abb. 13: Internetauftritt des Zusatzmaterials dieser Arbeit für die interaktive Darstellung der 3D-Molekül-
strukturen und Molekül-Dynamik-Simulationen, Beispiel eines Webcodes zur Identifizierung der virtuellen 
Struktur und Bildschirmfoto der zugehörigen Darstellung im Webbrowser  
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3.2 Entwicklung der Hard- und Software zur Modellierung von Peptidaggregat-
strukturen 
3.2.1 Konzipierung und Aufbau eines linuxbasierten Rechenclusters 
 
Zur Realisierung der in der Zielstellung formulierten Modellierungsaufgaben war es notwendig, 
einen linuxbasierten Rechencluster am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie der TU Dresden 
einzurichten. Eine hohe Hard- und Software-Stabilität der zugehörigen Komponenten stellten 
wesentliche zwingend zu erfüllende technische Anforderungen für ein solches System dar. Die 
einzubindenden Rechner müssen eine sehr gute Verfügbarkeit zur Übergabe der Rechenaufgaben 
besitzen, um so eine optimale und flexible Ausnutzung der vorhandenen Ressourcen zu gewähr-
leisten. 
Für die Steuerung und Kommunikation der Clusterrechner wird ein Linuxsystem verwendet. Das 
zum Einsatz kommende Projekt openMosix [BAR 2008, SLOAN 2004] besteht aus einer 
Sammlung von Werkzeugen zum Erstellen eines linuxbasierten Computer-Clusters. Im Wesent-
lichen handelt es sich um eine Anpassung des Systemkerns (engl. Kernel) eines beliebigen 
Linuxsystems und die zugehörigen Programme zur Steuerung des so veränderten Systems. Ein 
so erweiterter openMosix-Kern wurde in das Linux-Knoppix der Version 3.6 mit dem Kernel 
2.4.27 (sog. Clusterknoppix, angepasst von Wim Vandersmissen) [KNOPPER 2004] integriert. 
Die Philosophie des Muttersystems Knoppix ist, ein direkt von CD ausführbares System ohne 
zusätzliche Installation für den Benutzer zur Verfügung zu stellen. Die Vorteile dieser Linuxdis-
tribution liegen in der leichten Aktualisierbarkeit des Systems, einer sehr guten Hardwareerken-
nung und in seiner leichten Administrierbarkeit. 
Wird das Knoppix auf mehreren vernetzten Computern von CD gestartet, so wird die vor-
handene Hardware erkannt und die Rechner teilen sich nach dem Start automatisch ihre 
Ressourcen. Für die Datenverwaltung ist es sinnvoll, das Clustersystem auf wenigen Steuer-
rechnern lokal auf der Festplatte zu installieren. Wird ein Berechnungsauftrag auf einem solchen 
Steuercomputer gestartet, so prüft openMosix automatisch die Prozessorauslastung der anderen 
dem Cluster zugehörigen Rechner. Der Prozess wird dann auf den Rechner mit der niedrigsten 
Last ausgelagert (sog. Migration). Der Steuerrechner verhält sich jedoch weiterhin so, als würde 
der Prozess direkt auf diesem Computer ausgeführt. Der Cluster arbeitet also wie ein einziger 
Computer mit mehreren Prozessoren und einer großen Menge an Arbeitsspeicher. OpenMosix 
bietet mehrere Tools zur Steuerung des Verhaltens des Clusters. Ein reales Arbeitsbeispiel für 
die Funktionsweise des am Lehrstuhl für Biochemie aufgebauten Clusters mit mehreren aktiven 
Rechenaufgaben und eingebundenen Computern ist in Abb. 14 gezeigt. Dafür wurde eine 
Konformerensuche für Dekapeptide durchgeführt und graphisch visualisiert.  
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Abb. 14: Funktionsweise des aufgebauten Clusters am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie; A: Monitor zur 
graphischen Darstellung des verfügbaren Clusters mit Steuerrechner in der Mitte und weiteren Clusterrech-
nern am Rand, grüne Punkte entsprechen ausgelagerten Rechenjobs; B: Skript zur Kontrolle der momentan 
erreichbaren Cluster-Rechner; C: Aktuelle Auslastung der aktiven Clusterrechner 
Die notwendigen Schritte zum erfolgreichen Aufbau eines solchen Systems werden im Folgen-
den erläutert. Zunächst wurde die Stabilität der Hard- und Softwarekonfiguration der Systeme 
geprüft. Alle Rechner wurden dafür einem intensiven Belastungstest ausgesetzt. Die Analyse der 
Systeme hat gezeigt, dass die Hauptplatinen fast aller Computer durch den bisherigen Routine-
Einsatz als Büro-Computer kleinere Instabilitäten zeigen. Im Betrieb unter Windows werden 
diese Fehler nur selten sichtbar (z. B. sporadische Abstürze des Computers). Bei den besonderen 
Belastungen und hohen Anforderungen in einem Rechen-Cluster führt jene Problematik zu ernst-
haften Folgen (z. B. fehlerhafte Clusterfunktion oder kompletter Datenverlust). Deshalb wurden 
alle nur ungenügend stabil arbeitenden Baugruppen identifiziert und durch neue Teile ersetzt 
(z. B. Netzteile und diverse Kondensatoren der Hauptplatine). Die so erneuerten Computer 
wurden durch einen Dauerbetrieb im Rechencluster erfolgreich auf Stabilität getestet. Gleich-
zeitig resultierte eine erhöhte Stabilität der Computer im Windows-Betrieb. 
Bei allen Clusterrechnern wurde eine einheitliche Einteilung (Partitionierung) der Festplatte mit 
einem Auslagerungsbereich (sog. SWAP) für Linux erstellt. Der Zugriff auf die Partitionen des 
lokalen Windows-Betriebssystems wurde gesperrt. Alle eingesetzten Computer besitzen nahezu 
die gleiche Hardware-Ausstattung (Speicher, Festplatte, Mainboard). Jenes ist für den Cluster-
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Betrieb nicht zwingend notwendig, erhöht jedoch die Flexibilität beim Austausch von Rechner-
Systemen und die Kompatibilität der Systeme zueinander. Die Rechner sind mit dem Netzwerk 
der TU Dresden verbunden und nach außen über eine Firewall gegen unbefugten Zugriff 
abgesichert. Ein virtuelles Abbild der Linux-CD zum Start des angepassten Knoppix-Systems 
auf den Computern des Clusters wird beim Bootvorgang automatisch vom Server über das 
Netzwerk durch Einsatz des Standards „Preboot Execution Environment“ (PXE) geladen. Die für 
das Clusterknoppix-System erschlossenen permanenten und temporären Cluster-Rechner wurden 
in Tab. 8 zusammengefasst. Auch aktuelle Mehrkernsysteme lassen sich einfach in den Cluster 
einbinden (ID 166 in Tab. 8).  
Tab. 8: Zur Verfügung stehende permanente* und temporäre Clusterrechner (* grau hinterlegt) 
ID Prozessor 
Speicher  
RAM / SWAP 
PXE-Netzwerkkarte Info, Status* 
20 AMD Duron 1000 512 MB / 1 GB 3com 3c905c, 2x DHCP- / Terminal-Server des Clusters 
23 AMD Athlon XP 2000+ 1 GB / 1 GB VIA-Rhine Primärer Clustermaster 1, offline 
24 AMD Athlon 64 2800+ 1 GB / 1 GB VIA-Rhine Clustermaster 2, online 
25 AMD Athlon 1200 1 GB / 1 GB Intel PRO/100 Clustermaster 3, offline 
163 AMD Athlon 64 X2 5200+ 1 GB / 4 GB keine, nur lokal Clusterergebnisse 1-3, lokal 
200 bis 211 AMD Athlon 1200 / 1400 1 GB / 1 GB 3com 3c905c Permanenter Cluster, Regal, offline 
213 bis 217 AMD Sempron 2400+ 512 MB / --- SIS900 Permanenter Cluster, Turm, online 
43-50 AMD Athlon 1200 512 MB/1 GB 3com 3c905c PC-Pool alt, offline (Reserve) 
141 bis 148 AMD Sempron 3400+ 1 GB / 1 GB nVidia nForce Pool-PCs, 2. Generation, online 
149 bis 156 Intel Core 2 Duo E8400, 3 GHz 4 GB / --- Realtek 8111B/C Pool-PCs, 3. Generation, online 
166 (2013) Intel Core i5-2400, 3,1 GHz 8 GB / --- Intel 82579V Test im Januar 2013 erfolgreich!  
166 (2014) AMD Phenom II X6 1090T 4 GB /-- Realtek 8168D Test im Januar 2014 erfolgreich! 
34 AMD Athlon 1200 512 MB / 1 GB Intel PRO/100 Labor- und Cluster-PC, offline 
38 AMD Athlon 1200 256 MB / 1 GB 3com 3c905c Büro- und Cluster-PC, offline 
42 AMD Athlon 1200 512 MB / 1 GB 3com 3c905c Büro- und Cluster-PC, offline 
52 AMD Athlon 1200 512 MB / 1 GB Intel PRO/100 Büro- und Cluster-PC, offline 
57 AMD Sempron 2400+ 512 MB / 1 GB VIA-Rhine Büro- und Cluster-PC, offline 
* online: Rechner ist permanent bzw. wird automatisch nach Neustart (1 min Leerlauf) eingebunden. 
 offline: Rechner wurde getestet und kann jederzeit durch Einstellung im BIOS eingebunden werden. 
Diese Liste ist nicht abschließend. Durch die Architektur des Clusters können neue Computer problemlos in das bestehende System integriert 
werden, ohne spezielle Anpassungen in der Hard- und Software vornehmen zu müssen. Neue Netzwerkkarten müssen als Modul in das 
Bootimage für PXE und das Clusterknoppix eingebunden werden. Alternativ kann eine standardmäßig unterstützte Netzwerkkarte von „Intel“ 
oder „3com“ (Intel PRO/100X, 3com 3c905c) in den Computer eingebaut und so zum Clusterstart verwendet werden. 
 
 
Die aufgebaute Architektur (vgl. Abb. 15) wird im Folgenden erläutert. Ein Rechner fungiert als 
DHCP-Server und Terminalserver für die Verteilung des Linuxbetriebssystems (ID: 20). Der 
Kern des Clusters wurde aus Computern aufgebaut, die permanent für Rechenaufgaben zur 
Verfügung stehen. Dieser besteht aus einem Satz von 12 ehemaligen Desktop-Computern (ID: 
200-211), die in einem Clusterregal angeordnet wurden und einem Clusterturm, der aus einem 
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Stapel von 5 mit Speicher bestückten Mainboards (ID: 213-217) besteht. Darüber hinaus wurden 
3 Steuerrechner (Clustermaster) installiert (ID: 23-25), von denen die Berechnungen gestartet 
werden. Diese Server sind durch eine unterbrechungsfreie Stromversorgung (USV) gegen Span-
nungsschwankungen und -unterbrechungen gesichert. Die Grundstruktur von 20 Rechenknoten 
erlaubt die komfortable parallele Berechnung von ebenso vielen Rechenaufgaben (z. B. für eine 
Konformerensuche, vgl. Kap. 3.2.5 und 3.4.2).  
Die Modellierungsergebnisse liegen verteilt auf den Steuerrechnern vor. Die notwendige Daten-
sicherung aller aktuellen Programmmodule, Bibliotheken und Parameterdateien von MSIM und 
EVOCAP sowie aller Ergebnisse und Datenanalysen erfolgte deshalb auf einem weiteren 
leistungsstärkeren Linux-Datenserver (ID: 163). Dieser Rechner enthält ebenfalls die Komplett-
spiegelung des angepassten Clusterknoppix des primären Steuer-PCs (ID: 23) auf einer separaten 
Festplatte. So steht bei Fehlfunktion des Datenspeichers des Steuersystems sofort ein Ersatz zur 
Verfügung. Darüber hinausgehend kann der Datenserver beim Totalausfall des primären Steuer-
rechners auch dessen Funktion übernehmen. Dieses geschieht auf dem Datenserver durch virtu-
elle Einbindung der Festplatte und Aufruf des Befehls virtualbox aus einer Konsole heraus. 
So konnte eine maximale Absicherung gegen den Ausfall des Systems erreicht werden. 
Neben der Rechenleistung des permanenten Clusters können die Ressourcen der vorhandenen 
Arbeitsplatz-Computer der Biochemie in die Struktur des Clusters flexibel einbezogen werden 
(Abb. 15). Das geschieht durch die automatische Einbindung der Rechner in den Laboren und 
Büros nach Arbeitsende bzw. Freigabe dieser Systeme nach Bedarf, z. B. bei Arbeitsbeginn. 
Durch die Verbindung des beschriebenen Kernclusters mit den bereits vorhandenen Computern 
im Bereich der Biochemie wurde ein kostengünstiger Weg zur Erschließung der vorhandenen 
Rechenkapazitäten erarbeitet. Die Leistungsfähigkeit des Systems ist dabei vergleichbar mit dem 
Potential von teuren und spezialisierten Workstations. 
Die Kommunikation der Computer und der Zugriff über einen Steuerrechner erfolgen über ein 
sicheres Datentransfersystem, das Secure-Shell-Netzwerkprotokoll (SSH). Die Start-Skripte der 
Knoppix-CD wurden für den einwandfreien Betrieb von SSH in unserem Netzwerk angepasst. 
So funktionierte das System nur dann fehlerfrei und ohne Leistungseinbußen, nachdem die 
korrekten Duplex-Übertragungsmodi („Halbduplex“, „Fullduplex“ bzw. „Autonegotiation“) für 
den Datentransfer für die Netzwerkkarte eingestellt wurden. In den modifizierten Skripten 
wurden weiterhin eindeutige Maschinennamen (Hostnames) und Identifikationsnummern (IP-
Nummern) für die feste Zuordnung der eingebundenen Computer vergeben. Die Standardnetz-
werkkarten der Clusterrechner sind vom Typ Intel (Intel-PRO/100X) bzw. 3com (3c905c). Es 
erwies sich als notwendig, zusätzliche Treiber für weitere im Cluster vorhandene Netzwerkkar-
ten (vgl. Tab. 8) zu kompilieren und zum Linux-Boot-Image hinzuzufügen. Des Weiteren wurde 
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Willkommen im neuen Linux-Cluster der Biochemie! 
   
  Die folgende Boot-Optionen stehen zur Auswahl (Buchstabe+Enter):  
   w - Windows: Netzwerk der Biochemie mit Netzwerk-Anmeldung       
   k - Knoppix: Ein kostenloses Linuxsystem von CD                  
  (c - Cluster: Rechencluster manuell booten)                       
 
 Rechner nach Arbeitsende bitte neu booten und Monitor ausschalten!  
 
 Infos: 
         Biochemie-Admin - Dr. Wolfgang Naumann 
         Cluster-Admin   - Alex. Schneider 
 
 
 Der Rechencluster wird automatisch nach 60 Sekunden gestartet! 
 
 F1-Key: View English version of this message 
 
boot: _ 
.Permanenter Cluster.  
 Clusterregal. 
.Permanenter Cluster. 
.Clusterturm. .Temporärer Cluster. .PC-Pool. 
.Temporärer Cluster. 
.Büro/Labor. 
ein Informations-Bildschirm für das Verhalten der Computer-Nutzer bei aktivem Cluster in die 
CD eingebunden und die Reaktion des Systems dahingehend abgesichert (Abb. 16). 
 
  
Abb. 15: Prinzipieller Aufbau des Clusters der Biochemie der TU Dresden mit permanent und temporär 
eingebundenen Clusterrechnern (Clusterregal, Clusterturm, PC-Pool-Rechner, Labor- und Bürorechner) 
 
 
Funktionsweise des Clusters am Lehrstuhl für Biochemie Webcode 001
 
 
  
Abb. 16: Auswahl-Bildschirm eines Cluster-Rechners beim Start (links) und Informationsbildschirm eines 
bereits eingebundenen Cluster-Computers (rechts) 
 
Dieses war zwingend notwendig, da die korrekte Abmeldung eines Clusterrechners vor dem 
Neustart für die erfolgreiche Übergabe der Rechenprozesse an den Steuercomputer erreicht 
werden musste. Ein Fehlverhalten eines Nutzers würde an diesem Punkt zum Datenverlust bei 
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der Berechnung führen. Dieses konnte damit weitgehend ausgeschlossen werden. Die genannten 
Maßnahmen verbesserten die Sicherheit und Verfügbarkeit der Computer wesentlich.  
Permanente Clusterrechner werden sofort beim Booten eingebunden. Wird ein Computer des 
PC-Pools, des Büros oder im Labor neu gestartet, erfolgt eine Abfrage, welches System gestartet 
werden soll (vgl. Abb. 16). Möglich ist hier die Auswahl des lokal installierten Betriebssystems 
(z. B. Windows) oder der Start eines zusätzlichen Knoppix-Systems für den Arbeitsplatz-
Betrieb. Erfolgt eine Minute lang keine Eingabe, d. h. kein Nutzer benötigt den PC, so wird das 
virtuelle Knoppix-Image durch das Netzwerk übergeben und der Computer automatisch in den 
Linuxcluster eingebunden. Damit ist permanent eine hohe Verfügbarkeit der PC-Rechenkapazi-
täten des Lehrstuhls für den Cluster gewährleistet (Abb. 16).  
Damit steht dem Lehrstuhl nun ein kostengünstiges, stabiles, frei skalierbares und für die Model-
lierungsaufgaben leicht zu konfigurierendes Rechnersystem zur Verfügung. Das resultierende 
Clusterkonzept ist auch auf andere vergleichbare Netzwerke leicht übertragbar.  
3.2.2 Tripos-mol2 als Format zur Beschreibung von Molekülstrukturen  
Ein verbreitetes und gut standardisiertes Modul für die Darstellung von chemischen Strukturen 
stellt das Tripos-mol2-Format dar [TRIPOS 2007]. Es wurde für die kommerzielle Modellierungs-
software Sybyl [SYBYL 2008] entwickelt und definiert Molekülsysteme in Form eines lesbaren 
Textformates. Tripos-mol2 besitzt eine eindeutige Repräsentation der Strukturen und gute Kom-
patibilität zu vielen Programmsystemen für die Darstellung und Manipulation von Molekülen.  
Das Tripos-mol2-Format wird als Standardformat für das Einlesen in die MSIM-Umgebung ver-
wendet. Das Zeichnen von chemischen Strukturen erfolgt in einem der freien oder kommer-
ziellen Moleküleditoren, die eine direkte Ausgabe des Ergebnisses als 3D-Molekül im Tripos-
mol2-Format gestatten. Standardmäßig wird in der vorliegenden Arbeit die Erzeugung in MSIM 
importierbarer Dateien unter ChemOffice 6.0 [CAMBRIDGESOFT 2000] folgendermaßen vorge-
nommen: 
 
 
1.) Öffnen eines leeren ChemDraw-Dokumentes 
2.) Einfügen der gewünschten Peptidsequenz über Rechtsklick und „Convert name to structure“ (z. B. 
Alanylphenylalanine) und manuelles Anpassen der Struktur (z. B. Seitenketten des Cetrorelix) 
3.) Kontrolle der erhaltenen Struktur auf Fehler (Geometrie, Chiralität, Bindungen) 
4.) Speichern des Dokuments als CDX-ChemDraw-Datei 
5.) Einlesen der CDX-Datei in Chem3D  
6.) Speichern als C3D-Datei und SM2-Datei (Sybyl-Mol2, entspricht Tripos-mol2-Format) 
 
 
Erstellen von mol2-Moleküldateien für die MSIM-Umgebung Webcode 002
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Als Alternative für die Erstellung von mol2-Dateien können auch freie Programmpakete genutzt 
werden, die den mol2-Export unterstützen. Als Beispiele werden Arguslab [THOMPSON 2004] 
und Marvin [CHEMAXON 2011] genannt. Es sollte jedoch geprüft werden, ob die Vorgaben des 
Formates [TRIPOS 2007] beim Exportieren korrekt umgesetzt werden. Des Weiteren soll in 
diesem Zusammenhang auf das Paket OpenBabel [O’BOYLE et al. 2011, HUTCHISON et al. 2010] 
hingewiesen werden, welches eine breite Palette an Konvertierungsvorschriften zwischen ver-
schiedenen Formaten für Molekülexporte unterstützt und damit eine Möglichkeit bietet, ver-
wandte Formate in mol2-Dateien umzusetzen. 
3.2.3 Das NetCDF-Molekül-Format für MSIM und EVOCAP  
 
Das NetCDF-Format („Network Common Data Form“) liefert einen plattformunabhängigen 
Ansatz zur Repräsentation und zum Austausch wissenschaftlicher Daten und besteht aus einem 
offenen binären Dateiformat. Alle Daten werden in einem Array gespeichert und zusätzliche 
Informationen über den Typ und Inhalt eines Feldes abgelegt [REW & DAVIS 1990]. Dieses 
erlaubt die Speicherung von sehr großen Datenmengen – wie bei Konformerensätzen mit 
Tausenden von Koordinatenangaben – in einer kompakten Darstellung. Diese Eigenschaften 
nutzen die MSIM-Umgebung und EVOCAP für die Speicherung von Kraftfeldinformationen, 
Molekülen, die umfangreichen Konformerensätze und generierte Peptidcluster aus. Jeweils drei 
Informationsdateien der zu modellierenden Strukturen werden angelegt: 
 
• Moleküldatei mit Informationen zum Kraftfeld     molname.NetCDF 
• zugehörige Konformere mit den Koordinaten    molname.conformers.NetCDF 
• per EVOCAP erzeugte Cluster der Moleküle    molekuele.cluster.NetCDF 
 
Die Dateiendungen sind dabei eindeutig vorgegeben. Die Datei molname.NetCDF definiert das 
allgemeine Kraftfeld für das Molekül (Atome, Bindungen, Atomtypen, Bindungstypen und 
Energieterme) und die Datei molname.conformers.NetCDF enthält die spezifischen Molekül-
daten für ein bzw. mehrere Konformere des Moleküls (Koordinaten, Partialladung und letzte 
Energieanalyse). Die Datei molekuele.cluster.NetCDF enthält die Cluster, die mittels EVO-
CAP erzeugt wurden. Alle drei Dateitypen sind bei der Modellierung voneinander abhängig. Die 
neu programmierten Module benötigen für die Analysen zusätzlich die Startstrukturen der Mole-
küle (Kap. 3.4.1): molnamestartstrk.NetCDF und molnamestartstrk.conformers.NetCDF. 
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3.2.4 Die Simulationsumgebung MSIM und das Docking-Programm EVOCAP 
Zur Modellierung erstellte Moleküle im mol2-Format (siehe Kap. 3.2.2) werden in die von M. 
Drache in Clausthal entwickelte Molekülsimulationsumgebung MSIM [DRACHE 2003a] einge-
lesen. Die Programmsammlung wurde im Rahmen dieser Arbeit wesentlich erweitert (Tab. 9). 
Bei MSIM handelt es sich um mehrere Module zur Optimierung und Ladungsbewertung von 
Molekülen, zur Zusammenlagerung von Molekülen zu Aggregatclustern – dem sog. Docking – 
und schließlich zur konformellen und energetischen Analyse der Ausgangsmoleküle selbst und 
deren generierten Clusterstrukturen. Die Module werden in der Programmiersprache TCL (Tool 
Command Language) [OUSTERHOUT 2008] geschrieben und mit Skripten für die 
Kommandozeile (Bourne-again shell [BASH 2004]) kombiniert eingesetzt. Das Standardkraftfeld 
für alle Geometrieberechnungen dieser Arbeit ist MMFF94s (vgl. Kap. 1.2.3). Für Dynamik-
Simulationen kommt das originäre Kraftfeld MMFF94 zum Einsatz. Der Algorithmus für das 
Docking wird durch das über MSIM ansprechbare Programm EVOCAP „Excluded Volume 
Constrained Assembly Packing“ [DRACHE 1999] realisiert. Umgesetzt wird ein Positionierungs-
algorithmus zum Aufbau von Molekülclustern nach Blanco [BLANCO 1991]. Dieser dient zum 
Aufbau molekularer Packungen aus Molekülen, die formal als geometrische Körper mit 
definiertem Van-der-Waals-Volumen betrachtet werden. Zusätzlich kann eine Ladungsbewer-
tung aller Atome eines so erzeugten Clusters erfolgen (vgl. dazu Kap. 1.2.4). 
Tab. 9: Übersicht über Standard-Module (S) und selbst programmierte neue MSIM-Module (N) 
Modul Beschreibung  
Analyze_cluster_Area_1tox.tcl 
Analyze_cluster_Area_no_solvent.tcl 
Berechnung der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche für die angegebene 
Anzahl von Zentralmolekülen eines Clusters 
N
Analyze_cluster_Area_x.tcl Berechnung der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche für ein Cluster-Molekül N
Analyze_cluster_Gyr_1tox.tcl 
Analyze_cluster_Gyr_no_solvent.tcl 
Berechnung des Gyrationsradiuses für die angegebene Anzahl von 
Zentralmolekülen im Cluster 
N
Analyze_cluster_Gyr.tcl Berechnung des Gyrationsradiuses für den gesamten Cluster N
Analyze_cluster_molecule_range.tcl Berechnung der gemeinsamen potentiellen Energie für die Anzahl der 
angegebenen Moleküle mit Tinker 
S
Analyze_cluster_molecule.tcl Berechnung der potentiellen Energie eines Moleküls im Cluster mit Tinker S
Analyze_cluster.tcl Berechnung der potentiellen Energie aller Moleküle im Cluster mit Tinker S
Analyze_cluster_hbonds.tcl Berechnung der Wasserstoffbrücken im Cluster: Gesamt / Komplex zu 
Komplex / Solvens zu Solvens / Solvens zu Komplex mittels Chimera 
N
Analyze_groups_hbonds.tcl Berechnung der Wasserstoffbrücken definierter Gruppen (z. B. Seitenketten) N
Analyze_EC_lang.tcl Berechnung der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen der Moleküle 
im Cluster mit EVOCAP 
N
Analyze_lang.tcl Berechnung der Kohäsionsenergien und Wechselwirkungen von Peptid zu 
Partnermolekülen 
N
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Tab. 9 (Fortsetzung): Übersicht über Standard-Module (S) und neu programmierte MSIM-Module (N) 
Analyze_mol_evocap.tcl Auslesen der potentiellen Energie für ein Clustermolekül mit EVOCAP N
Analyze_mol_NetCDF.tcl Auslesen der in NetCDF gespeicherten potentiellen Energien für jedes Molekül 
in einem Konformerenset (erst nach Optimize_mol.tcl nutzbar) 
N
Analyze_mol_tinker.tcl Berechnung und Ausgabe der potentiellen Energien für jedes Molekül in einem 
Konformerenset mit Tinker 
N
Analyze_mol_tinker_maxnvp2000.tcl Berechnung und Ausgabe der potentiellen Energien von Molekülen mit mehr 
als 200 Definitionen für vdW-Paare; vgl. VDWPR im Tinker 
N
An_ec_solventWW.tcl EVOCAP-Analyse eines bestimmten Clusters aller Wassermoleküle zu den 
Zentralmolekülen; schreibt eine Ausgabedatei mit den gemittelten Koordinaten 
jedes Wassermoleküls, den Wechselwirkungen zu den Zentralmolekülen und zu 
den weiteren Solvensmolekülen 
N
an_ec_EHS_Einter.tcl Analyse der Hüllstabilisierung und Interaktion mit EVOCAP  N
an_group_interactionsPERatoms.tcl Analyse der Gruppenwechselwirkungen je Atomzahl der zwei Gruppen N
an_group_interactions.tcl Analyse der Gruppenwechselwirkungen für definierte Gruppen (z. B. 
Aminosäureseitenketten) 
N
Argus2NetCDF.tcl Einlesen eines mittels Arguslab generierten Moleküls in MSIM S
AromaticPatcher.tcl Prüfung und Korrektur aller aromatischen Definitionen in einer mol2-Datei für 
das Einlesen in MSIM (für mit ChemOffice erzeugte mol2/SM2-Dateien)  
N
Cluster2mol2_1+1_4x_ALL.tcl 
Cluster2mol2_1+1+atomWW_ALL.tcl 
 
Benötigt Ausgabe-Dateien aus: 
 
ww_ALL_jedesatom.tcl 
ww_VDW_jedesatom.tcl 
ww_COUL_jedesatom.tcl 
NUR für 1+1-Cluster! Konvertiert Cluster in eine mol2-Datei und drei weitere 
Dateien mit Angabe der Wechselwirkungsenergien für jedes einzelne Atom 
zum gesamten Cluster als Gesamt-, vdW- und Coulomb-Energie, gespeichert in 
der Spalte für die Partialladung; normiert von -1 bis +1 für Farbskalierung von 
Rot über Weiß zu Blau im DS-Visualizer [ACCELRYS 2009]. Die 
Wechselwirkungsdateien müssen vorher im jeweiligen Ordner per 
ww_XXX_jedesatom.tcl erzeugt werden! 
N
Cluster2mol2+Charge.tcl Extrahiert mol2-Datei aus Cluster mit Angabe der Partialladung jedes Atoms N
Cluster2mol2.tcl Extrahiert mol2-Datei aus Cluster S
Cluster2tinkerMMFF94dyn.tcl Schreibt aus Cluster eine Tinker-Datei mit Kraftfeld MMFF94 für dynamische 
Simulationen; siehe dazu Kap. 1.2.3 
N
Cluster2tinker.tcl Konvertiert Cluster ins Tinker-Format S
Cohesive_energy.tcl Berechnung der Kohäsions-Energie in einem Cluster S
dynamic_MMff94dyn_waterbox.tcl Erweiterte Dynamik-Simulation von beliebigen generierten MSIM-Clustern N
EVOCAP_cluster2.tcl Standard-Docking-Skript für zwei verschiedene Moleküle S
EVOCAP_cluster.tcl Standard-Docking-Skript für ein Molekül S
Gyration_mol_evocap.tcl Berechnung der Gyrationsradien aller Konformere eines Sets N
find_back_side_cluster.tcl 
 
Erkennt automatisch alle Seitenketten und das Rückgrat aller Peptide und 
schreibt eine für an_group_interactions.tcl lesbare Gruppendatei; analysiert 
zusätzlich die Sekundärstrukturen der Peptidketten 
N
Join_mol.tcl 
Split_mol.tcl 
Zerteilen von 10000-er Konformerensets in 10 einzelne Untersets zur 
Optimierung und Ladungsbewertung und das Zusammenfügen der Unter-
konformerensets 
N
Mol2NetCDFdynamic.tcl Erstellen eines Konformeren-Files mit MMFF94-Definitionen für dynamische 
Simulationen aus einer mol2-Datei; vgl. Kap. 1.2.3 
N
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Tab. 9 (Fortsetzung): Übersicht über Standard-Module (S) und neu programmierte MSIM-Module (N) 
Mol2NetCDF.tcl Erstellen eines Konformeren-Files mit STANDARD-MMFF94s-Definitionen 
aus einer mol2-Datei; vgl. Kap. 1.2.3 
S
msim.sh Setzen der Standard-MSIM-Variable; Bei Neuinstallation anzupassen! N
NetCDF2Mol2+charge.tcl Konvertieren eines Konformerensets in mol2-Dateien mit Partialladungen N
NetCDF2Mol2.tcl Konvertieren eines Konformerensets in mol2-Dateien S
NetCDF2Tinker_ONEkonf.tcl Konvertieren eines Konformeres eines Sets in Tinker mit *.key; *.prm; *.xyz, 
vgl. Kap. 3.3.2 
N
NetCDF2Tinker.tcl Konvertieren aller Konformere eines Sets in Tinker S
nMol2Cluster.tcl 
nMol2singleNetCDFs.tcl 
Ermitteln der Anzahl von Einzelmolekülen in einer mol2-Datei und Schreiben 
einzelner Konformeren-Dateien mittels nMol2singleNetCDFs.tcl; 
Zusammenfügen der so generierten Einzelmoleküle mittels nMol2Cluster.tcl 
N
Optimize_cluster_maxnvp2000.tcl Tinker-Optimierung von Clustern für Moleküle mit mehr als 200 Definitionen 
für vdW-Paare; vgl. VDWPR und MAXNVP-Variable in Tinker 
N
Optimize_cluster.tcl Tinker-Optimierung eines Clusters S
Optimize_mol_maxnvp2000.tcl Tinker-Optimierung von Molekülen mit mehr als 200 Definitionen für vdW-
Paare; vgl. VDWPR und MAXNVP-Variable in Tinker 
N
Optimize_mol.tcl Tinker-Optimierung von Molekülen S
pbcBoxBuild.tcl Experimentell, nicht dokumentiert; Berechnungen in Boxen S
QEQ_cluster.tcl Ladungsäquilibrierung eines Clusters S
QEQ_mol.tcl Ladungsäquilibrierung eines Moleküls S
sel_DL_EVen_TIen_0.05.tcl 
sel_DL_EVen_TIen_1.96.tcl 
sel_DL_EVen_TIen_3.29.tcl 
Checken von Konformerensets auf korrekte D-/L-Konfiguration der 
Aminosäuren und Auswahl von Strukturen mit 0,05-; 1,96- bzw. 3,29-facher 
betragsmäßiger Standardabweichung zur mittleren potentiellen Energie 
N
sel_Winkel_cl.tcl Ermittlung der Phi-, Psi- und Omega-Winkel der AS in einem Cluster N
sel_Winkel_DSSP_cl.tcl Berechnung der per DSSP zugeordneten Sekundärstrukturtypen im Cluster  N
sel_Winkel.tcl Ermittlung der Phi-, Psi- und Omega-Winkel der AS in einem Set N
solv_cluster_mt_rand_maxnvp2000.tcl 
parameters.tcl 
 
Startskript für das Docking, kombiniert mit Docking-Parametern (mit  externer 
Generierung, Speicherung und Übergabe der Zufallszahlen für Konformere) 
launch_n_cluster_grid.sh 
relaunch_EXPLICIT_cluster_grid.sh 
evocap.sh; tcl4launch.sh.tcl 
Startskript für Docking, angepasst für Rechencluster der TU München am 
Institut für genomorientierte Bioinformatik 
N
Tinkermol2confNetCDF.tcl 
Tinkerset2confNetCDF.tcl 
Konvertiert generierte Tinker-Konformerensets in MSIM-Konformerensets N
   
3.2.5 Modellierung von Peptiden in MSIM und EVOCAP im Kraftfeld MMFF94 
 
Die Konformationsanalyse von Peptiden ohne definierte Vorzugsstruktur stellt eine besondere 
Herausforderung für die Modellierung dar. Die Größe der Strukturen lässt meist nur eine Berech-
nung mittels Kraftfeldmethoden zu. Durch die Arbeiten von Rattei und Lang existieren in der 
Arbeitsgruppe bereits Erfahrungen in der Umsetzung der Aufgabe für Komplexe aus Peptid- und 
biophilen Partnermolekülen [RATTEI 2002, LANG 2005]. Im Zuge dieser Arbeit war es jedoch 
notwendig, eine zuverlässige neue Methode für die Erstellung von Konformerensets zu ent-
wickeln und die Module zur Erzeugung und Analyse von beliebigen Peptidclustern für das Kraft-
feld MMFF94 zusammenzuführen, anzupassen bzw. völlig neu zu programmieren. 
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Zeichnen und mol2-Export der Peptid-
Struktur, z. B. per ChemOffice/Arguslab 
Korrektur der aromatischen Definitionen 
per MSIM-Modul: AromaticPatcher 
Konvertierung zu NetCDF per MSIM-
SMILESTYPE-Modul: Mol2NetCDF 
Ladungsbewertung aller Strukturen 
MSIM-Modul: QEQ_mol 
Optimierung der Geometrie aller Struk-
turen; MSIM-Modul: Optimize_mol 
Strukturbereinigung der Geometrie 
per MSIM-Modul: Optimize_mol 
Konformerenerstellung mit Tinker: 
Tinker-Module: dynamic, minimize 
Aufbau der Konformerendatei per MSIM-
Modul: Tinkercluster2confNetCDF 
Docking zufällig ausgewählter 
Clustermoleküle mit EVOCAP 
Abschließende Ladungsbewertung aller 
Strukturen; MSIM-Modul: QEQ_mol 
Vorbereitung .Moleküleditor/MSIM. 
Konformerensuche .TINKER/MSIM.   
Ladungsäquilibrierung .MSIM. 
Erstellung von Clustern .EVOCAP. 
Analyse der Strukturen nach Solva-
tation mit EVOCAP und Tinker 
.1
00
00
 x
. 
Konvertierung ins Tinkerformat per 
MSIM-Modul: NetCDF2Tinker 
In Zusammenarbeit mit der TU Clausthal werden die 
Systeme SMILESTYPE [LANG 2005, DRACHE 2003b] 
und EVOCAP in der Molekülsimulationsumgebung 
MSIM [DRACHE 2003a, DRACHE 1999] eingesetzt. Ein 
Weg für die Simulation von Peptidaggregaten wurde 
erschlossen und dieser ist in Abb. 17 dargestellt.  
Ein Modell der zu berechnenden Struktur wird in ei-
nem geeigneten Editor (z. B. ChemOffice, Kap. 3.1.1) 
gezeichnet und als Tripos-Mol2-Datei [TRIPOS 2007] 
gespeichert. Unterstützt der eingesetzte Editor den di-
rekten Export in dieses Format nicht, kann OpenBabel 
(Kap. 3.1.1) zur nachträglichen Konvertierung verwen-
det werden. 
Aus der so generierten mol2-Struktur eines beliebigen 
Moleküls resultieren durch Anwendung der MSIM-
Module Mol2NetCDF und NetCDF2Tinker ein Kon-
former im NetCDF-Format [REW & DAVIS 1990] und 
korrekt konvertierte XYZ-Koordinatendateien für das 
Programmpaket TINKER [PONDER 2004]. Letzteres 
eignet sich zur Generierung von energetisch günstigen 
zufälligen Strukturen mittels Kraftfeldern und wird 
deshalb zur Konformerensuche und zur Erstellung der 
zugehörigen Sets mit 10000 Peptidmolekülen genutzt. 
MSIM in Kombination mit SMILESTYPE ermöglicht 
die Zuordnung der vollständigen MMFF94-Kraftfeld-
definitionen für alle zu modellierenden Moleküle.  
Die Suche nach zufälligen Konformeren erfolgt durch 
eine wiederholte Dynamik-Simulation bei einer sehr 
hohen Temperatur von 1000 K (Tinker-Modul: dyna-
mic). Zunächst werden dabei keine Partialladungen der 
Atome berücksichtigt, da nur die möglichst vielseitige 
Veränderung der Ausgangsgeometrie erzielt werden 
soll. Durch die hohe kinetische Energie im System erfolgt eine starke Veränderung sowohl in 
den Seitenketten als auch im Rückgrat der simulierten Peptidstruktur. Nach Beendigung der dy-
namischen Berechnung erfolgt die Geometrieoptimierung der resultierenden Endstruktur 
 
Abb. 17:  Entwickeltes Ablaufschema für 
die Modellierung von Peptidaggregaten 
ohne definierte Vorzugsstruktur  
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Laden der Dockingmethoden, des Peptid-, des 
Partner- und des Solvenskonformerensatzes  
Zufällige Auswahl eines Peptidmoleküls  
Zufällige Auswahl eines Partnermoleküls  
Zufällige räumliche Orientierung und 
Andocken des Partnermoleküls  
Initialisierung des Molekül-Clusters 
Prüfung der berechneten Interaktionsenergie 
E(n-1)>E(n):  neue Anordnung „günstiger“ 
           Lösche vorherige Fehlversuche 
E(n-1)<E(n):  neue Anordnung „ungünstiger“
            Erhöhe Fehlversuche um 1 
Docking durch Zufallssuche (z. B. 1000 Cluster)
Wiederhole Suche bis Maximalzahl von 
aufeinander folgenden Fehlversuchen 
erreicht. 
Zufällige räumliche Orientierung und 
Andocken des Solvensmoleküls in definierte 
Solvathülle des Clusters (z. B. Dicke von 4 Å) 
Solvatation des Clusters 
Zufällige Auswahl eines Solvensmoleküls   
Wiederhole Einbau bis kein weiteres Solvens-
molekül platziert werden kann in vorgegebe-
ner Solvathülle. 
Ladungs- und Geometrieoptimierung 
Ladungs- und Energieäquilibrierung 
(Tinker-Modul: minimize). Je nach gewünschter Größe des Sets und der Größe des Peptides ist 
die Berechnungsdauer und die Anzahl der Simulationsläufe anzupassen (vgl. Kap. 3.4).     
EVOCAP ermöglicht schließlich das 
Docking beliebiger Strukturen. Der dafür 
realisierte Prozessablauf wird in Abb. 18 
dargestellt. EVOCAP eignet sich 
hervorragend für die Modellierung aggre-
gierender Peptidstrukturen inklusive Solva-
tation der so generierten Cluster.  Die per 
Tinker generierten Konformerensätze der 
Peptide bzw. beliebiger Partner dienen als 
Auswahl-Pool für das Zusammenfügen 
zweier oder mehrerer Moleküle zu einem 
Clustersystem, dessen Solvatation und La-
dungs- und Strukturoptimierung. Die Opti-
mierung der Clusterstrukturen erfolgt im 
EVOCAP durch Translation bzw. Rotation 
der angedockten Moleküle und 
anschließende Ladungsbewertung. Am 
Ende eines Positionierungsschrittes wird 
zusätzlich eine Ladungsbewertung und 
komplette Geometrieoptimierung des Clus-
ters in der MSIM-Umgebung vorgenom-
men [DRACHE 2003a]. Ausgangspunkt war 
die Erstellung von Clustern mit einem zen-
tralen Peptidmolekül und einem oder meh-
reren Partnermolekülen. In dieser Arbeit werden diese Partner ebenfalls ausschließlich durch 
Peptide repräsentiert. Für diese Cluster wurde eine Solvathülle (Solvent Shell) von 4 Å mit der 
maximalen Anzahl an Wassermolekülen gefüllt und die resultierenden solvatisierten Cluster 
ladungs- und geometrieoptimiert. Des Weiteren wurden Cluster mit einem Peptid- und zwei bzw. 
drei Partnermolekülen berechnet und solvatisiert. Ein typisches Beispiel der Ergebnisse, welches 
die gute Packungsdichte durch das Docking und die Erzeugung der Solvathülle verdeutlicht, ist 
in Abb. 19 anhand eines der ersten im Rahmen dieser Arbeit berechneten solvatisierten Dimere 
des Cetrorelix dargestellt. 
 
 
Abb. 18: Detaillierte Schritte des Dockings und der 
Solvatation von Peptidclustern in EVOCAP 
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Abb. 19: Beispiel für einen solvatisierten dimeren Cluster aus zwei Peptidmolekülen Cetrorelix und 
Solvatation mit Wassermolekülen in einer 4 Å dicken Solvathülle 
 
Die von Halgren vorgeschlagene Modifikation seines Kraftfeldes MMFF94s [HALGREN 1999], 
konnte in MSIM und EVOCAP durch Anpassung der Parameter erfolgreich eingebunden wer-
den. Damit verbessert sich auch für die analysierten Peptide dieser Arbeit und in Einklang mit 
experimentellen Ergebnissen, die Planarität der Amidbindungen der Moleküle in der Modell-
berechnung. Des Weiteren wurden die in Tinker implementierten Kraftfelder MM3 und MM3pro 
in der Modellierungsumgebung getestet. Der Einsatz dieser Kraftfelder erwies sich jedoch als 
nicht zweckmäßig, da die Parameter für nicht natürliche Peptidstrukturen nachträglich manuell 
neu zu definieren waren [LANG 2005]. Jenes ist schon bei einem kleineren Dekapeptid wie 
Cetrorelix (195 Atome) zeitaufwendig und fehleranfällig. 
3.3 Das Modellierungspaket Tinker 
3.3.1 Beschreibung der Tinker-Umgebung 
Die Software „TINKER - Software Tools for Molecular Design” stellt ein allgemeines Paket für 
die Berechnung der Mechanik und Dynamik von Molekülen dar [PONDER 2004] und ist für die 
Modellierung von Biomolekülen geeignet. Die mathematische Beschreibung der Energieterme 
verschiedener Kraftfelder wurde in das System implementiert. Die Version v4.2 unterstützt unter 
anderem Amber, CHARMM, MM2 und MM3 (vgl. dazu Tab. 1). Die MSIM-Umgebung in 
Kombination mit SMILESTYPE [DRACHE 2003b] stellt für Tinker einen molekülspezifischen 
Kraftfeldsatz für MMFF94 zur Verfügung. Aufgaben, wie zum Beispiel die Geometrie-
optimierung oder Dynamik-Simulation von Molekülen, die Manipulation von Molekülstrukturen 
sowie die Analyse und Archivierung der erhaltenen Ergebnisse, werden dabei durch einzelne 
Programmmodule von Tinker realisiert. Diese werden über die Kommandozeile durch die 
Angabe von spezifischen Parametern gesteuert. Die Tinker-Module werden durch die vorhan-
denen und die im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelten Methoden der MSIM-EVOCAP-Um-
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gebung angesteuert (vgl. Kap. 3.2.4). Beispiele sind die Geometrieoptimierung und die Dyna-
mik-Simulation von Molekülclustern. Für Letztere war es notwendig, die Quellen der Module 
nach Anpassung der globalen Parameter des Programmpaketes neu zu kompilieren (Kap. 3.4.5). 
Mit der Version v4.2 von Tinker wurde erstmals der „Force Field Explorer“ (FFE) als graphische 
Oberfläche für Tinker vorgestellt [SCHNIEDERS et al. 2004]. Dieser stellt eine Vereinfachung für 
die Bedienung von Tinker dar. Dabei ist zu beachten, dass durch den FFE nicht alle Funktionen 
der Tinker-Module vollständig und fehlerfrei abgedeckt werden. Deshalb ist das Arbeiten aus der 
Kommandozeile heraus immer zu bevorzugen.  
3.3.2 Die Dateispezifikationen von Tinker 
Die MSIM-Umgebung unterstützt das kartesische Format von Tinker als Schnittstelle zur Ein- 
und Ausgabe zwischen beiden Programmen. Dabei wird für jedes Molekül ein zusammen-
gehöriges Tripel von Dateien benötigt (Tab. 10).  
Tab. 10: Satz der Dateien eines Tinker-Moleküls und deren Beschreibung 
Bezeichnung Beschreibung 
Keyfile-Datei 
molekuel.key 
Diese optionale Datei modifiziert das Verhalten einer Tinker-Simulation durch die Angabe bestimmter 
Schlüsselwörter und gegebenenfalls deren Parameter, die in der Parameterdatei nicht enthalten sind. In 
der MSIM-Umgebung erfolgt hier die Angabe der Partialladungen der einzelnen Atome des Moleküls.    
Parameter-Datei 
molekuel.prm 
In der Parameterdatei eines Moleküls werden die Kraftfeldkonstanten für Tinker voreingestellt. Die not-
wendigen Atomtypen werden definiert und deren geometrische und energetische Parameter angegeben. 
Koordinatendatei 
molekuel.xyz 
Die xyz-Koordinatendatei enthält die Atomzahl, die Atomtypen, deren Koordinaten und die Daten zur 
Bindungsverknüpfung der Atome des Moleküls. 
 
Die Standarddefinitionen der in Tinker enthaltenen Kraftfelder beschreiben den kompletten Satz 
für mögliche zu modellierende Atomtypen und deren Kombinationen. Zum Beispiel erfasst das 
für Proteine von MM3 abgeleitete Kraftfeld MM3PRO (Parameterdatei mm3pro.prm) die 
Definitionen für alle natürlichen Aminosäuren und deren Peptide. Jedoch schon kleine 
Modifikationen der Struktur – sei es durch die Einführung eines nicht natürlichen Chlorphenyl-
alaninrestes – führen dazu, dass die Mechanik des Moleküls nicht mehr vollständig berechnet 
werden kann. SMILESTYPE löst dieses Problem und analysiert automatisch alle notwendigen 
Atomtypen und deren Kombinationen im betrachteten speziellen Molekül und trägt die 
notwendigen spezifischen Kraftfeldparameter zusammen [DRACHE 2003b, LANG 2005]. Die 
MSIM-Umgebung nutzt diese Daten zur Erstellung eines spezifischen MMFF94-Kraftfeldes, 
welches alle notwendigen Parameter für ein spezielles Molekül enthält. Dadurch wird eine maxi-
male Flexibilität bei optimierter Größe des so erhaltenen Kraftfeldes gewährleistet. Außerdem 
werden Atomtypkombinationen sicher abgedeckt, die in den Standardkraftfeldern nicht enthalten 
sind. Lang beschreibt in seiner Arbeit diesen Ansatz für das Kraftfeld MM3. Der in dieser Arbeit 
genutzte komplette Datensatz zur Erstellung der molekülspezifischen Kraftfelddefinitionen 
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mittels SMILESTYPE und MSIM ist zum einen MMFF94s für Geometrieberechnungen und 
zum anderen MMFF94 für Dynamik-Simulationen mit Tinker. 
3.3.3 Initiale Einstellungen in der Parameterdatei für Tinker in MSIM 
Die als Standard zu setzenden Parameter der MMFF94-Vorgabe für alle zu berechnenden 
Tinker-Moleküle sind in der Datei $MSIM/lib/files_write_tinker_prm.tcl der MSIM-
Umgebung aufgeführt (Kap. 3.2.4). Diese Parameter werden im Kopfteil jeder Parameterdatei 
standardmäßig gesetzt. Für die Modellierung von Peptiden wurde die Berechnung der Van-der-
Waals-Wechselwirkungen zwischen durch 2 bzw. 3 Bindungen getrennte Atome (d. h. 1-3- bzw. 
1-4-Wechselwirkungen, vgl. Tab. 11 Hinweis und Ergänzung, vdw-XX-scale) standardmäßig 
eingeschaltet. Das ist notwendig, um korrekte Strukturen für bestimmte Amide zu erhalten. Ohne 
Aktivierung der Berechnung resultieren teilweise irreguläre Geometrien zwischen den gebun-
denen Atomen, die der realen Hybridisierung widersprechen. Die elektrostatischen 1-4-Wechsel-
wirkungen werden auf den Faktor 0,75 skaliert (chg-14-scale). Ohne Skalierung wurden ins-
besondere bei einigen polaren, multifunktionellen Molekülen unbefriedigend hohe Fehler bei der 
Berechnung der konformellen Energie beobachtet [HALGREN 1996b, REICHEL 2001]. 
Tab. 11: Kopfteil der Tinker-Parameterdatei für die MSIM-Umgebung zur Berechnung von Peptiden 
## files_write_tinker_prm.tcl - Force Field Definition ## 
 
forcefield  MMFF94 
bondunit  71.96625 
bond-cubic  -2.0 
bond-quartic  2.333333     !! (7/12)*bond-cubic^2 
angleunit  0.021922 
angle-cubic  -0.007 
strbndunit  2.51118      !! unit from mm3 force-field 
torsionunit  0.5 
opbendunit  0.021922 
vdwtype               BUFFERED-14-7 
dielectric            1.0 
chg-14-use 
chg-14-scale  0.75 
vdw-taper  1.0 
vdw-cutoff  9.0 
verbose 
 
# Hinweis - A. Schneider: 
# Tinker verwendet in seinen Versionen 4.x eine andere 
# Parametrisierung fuer vdw-1x-... und chg-1x-...  
# Die Angabe ...-use wird nicht mehr unterstuetzt. 
# Den Befehl ...-scale 0...1 interpretieren beide Versionen richtig. 
 
# ALT-Tinker-3.8: ...-use         NEU-Tinker-4.2: ...-scale 1 
# ALT-Tinker-3.8: ...-use NONE    NEU-Tinker-4.2: ...-scale 0 
 
# Ergaenzung - A. Schneider: 
# Zusaetzliche Definition zur Korrektur der Geometrie 
# fuer bestimmte Amide z. B. -CONH2. Ebenfalls fuer beide 
# Tinkerversionen. 
vdw-13-use 
vdw-13-scale 1 
vdw-14-use 
vdw-14-scale 1 
 
Werden bei großen Molekülen mit vielen Van-der-Waals-Paar-Parametern (Tinkerdefinitionen 
VDWPR in der key-Datei des Moleküls) mehr als 200 Angaben in eine Parameterdatei geschrie-
ben, so ist unbedingt die Tinker-Simulation der Struktur mit den MSIM-Modulen 
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Optimize_mol_maxnvp2000.tcl bzw. Optimize_cluster_maxnvp2000.tcl durchzu-
führen (vgl. Kap. 3.2.4). Maximal 2000 Parameter-Angaben werden momentan unterstützt. 
3.4 Modellierung und Analyse von Peptidstrukturen ohne Vorzugsstruktur 
3.4.1 Erstellen der Tinker-Startstruktur für den Aufbau der Konformerensets 
 
Für jedes neue Start-Konformer (Bsp.: AlaPhe.mol2) muss folgende Prozedur durchgeführt wer-
den, um die Tinker-Dateien für die anschließende Konformerensuche zu generieren: 
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~$ cd ~/bsp_AlaPhe/ # Pfad für Beispielmolekül betreten 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ source ~/evocap-msim/msim/method/msim.sh # MSIM-Umgebung initialisieren 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ tclsh $MSIM/method/AromaticPatcher.tcl AlaPhe # Patch aromatischer Bindungen 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ tclsh $MSIM/method/Mol2NetCDF.tcl AlaPheNOAR # Erstellen des NetCDF-Moleküls 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ tclsh $MSIM/method/Optimize_mol_maxnvp2000.tcl AlaPheNOAR # Optimierung 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ tclsh $MSIM/method/NetCDF2Tinker_ONEkonf.tcl AlaPheNOAR 1 # Export zu Tinker 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ mkdir startstrk && mv *.* startstrk/ # Verschieben der erstellten Dateien 
 
 
Generieren einer Startstruktur für Tinker Webcode 003
 
So erhält man die drei zusammengehörenden Tinker-Dateien: *.key, *.prm und *.xyz im 
Unterordner startstrk. Für die folgende dynamische Konformerensuche bei 1000 K Tempe-
ratur werden noch keine Partialladungen berücksichtigt. 
3.4.2 Generierung der Zufallsstrukturen für beliebige Moleküle 
 
Zunächst werden die Tinker-Dateien, das Skript für die Konformerensuche und die zugehörigen 
Eingabedateien in den neu anzulegenden Unterordner dyn/000 kopiert:  
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~$ cd ~/bsp_AlaPhe/ # Pfad für Beispielmolekül betreten 
u@s:~/bsp_AlaPhe/$ mkdir dyn && cd dyn && mkdir 000 && cd 000 # Basisordner erzeugen 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ../../startstrk/AlaPheNOAR_1.key AlaPhe.key # Kopieren der not- 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ../../startstrk/AlaPheNOAR_1.prm AlaPhe.prm # wendigen Dateien 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ../../startstrk/AlaPheNOAR_1.xyz AlaPhe.xyz # und Skripte 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ~/00_tools/dyn_vorlage/000_startdynamic_maxnvp2000.sh . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ~/00_tools/dyn_vorlage/dynamic_maxnvp2000 . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ~/00_tools/dyn_vorlage/dynamic.input . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ~/00_tools/dyn_vorlage/minimize_maxnvp2000 . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cp ~/00_tools/dyn_vorlage/minimize.input . 
 
 
Im Skript der Konformerensuche muss der Molekülname (molname) und die Anzahl der zu 
berechnenden Konformere (a bis e) editiert werden. Die Dateien minimize.input und dyna-
mic.input enthalten dafür die Steuerparameter für die zugehörigen Programmmodule dynamic 
und minimize (Tab. 12). 
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Tab. 12: Parameter des Dynamik-Skriptes für die Konformerensuche und Inhalte der Eingabedateien für das 
dynamic- und minimize-Modul von Tinker 
Dynamik-Skript Parameter dynamic 
.input 
Parameter minimize 
.input 
Parameter 
 
molname=AlaPhe 
a=1 
e=1000 
 
Molekülname 
erstes und 
letzes zu generie-
rende Konformer 
 
20000 
0.2 
4 
1000 
 
Dynamik-Schritte 
Zeit-Schritt in fs 
Ausgabeintervall in ps 
Temperatur in K 
 
0.01 
 
Konvergenz-
kriterium  
in kcal/(mol·Å) 
 
 
Graphische Demonstration einer Konformerensuche mit Minimierung Webcode 004
 
Bei der Simulation wird die Konformation des Moleküls, bedingt durch die gewählten Para-
meter, zufällig verändert. Durch die hohe Temperatur im System ist die resultierende Struktur 
noch stark deformiert. Bei der anschließenden Minimierung der potentiellen Energie erfolgt 
daher eine weitere willkürliche Modifizierung der Geometrie der Molekülstruktur. Sollen 
10 x 1000 Konformere berechnet werden, so erfolgt dieses in Unterordnern 001 bis 010, die von 
Hand bzw. per Werkzeug links2dock.sh mit den in Ordner 000 vorhandenen Ausgangs-
Dateien (vgl. dazu Kap. 3.4.1) relativ verknüpft werden: 
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/000$ cd .. 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ cp ~/00_tools/links2dock/links2dock.sh .  
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ ./links2dock.sh # Erzeugen der Unterordner für die Konformerensuche 
 
In den Unterordnern 001 bis 010 können parallel die jeweils 1000 Konformere berechnet 
werden: 
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ cd 001 # Unterordner für eine Konformerensuche 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/001$ ./000_startdynamic_maxnvp2000.sh # Start der Konformerensuche 
 
 
Vorbereitung und Durchführung einer Konformerensuche Webcode 005
 
Durch die Erstellung und Analyse von Konformerensätzen mit jeweils 10000 Molekülen hat sich 
gezeigt, dass das für die Konformerensuche bereitgestellte Tinker-Modul scan, welches den 
Konformerenraum für ein Molekül nach stabilen Strukturen absucht, für die Beschreibung 
größerer Peptidsysteme leider nicht geeignet ist. Der strukturell abzusuchende Raum ist zu 
umfangreich und die Erzeugung der Strukturen erfolgt nicht zufällig, sondern die Geometrien 
und Reihenfolge der generierten Strukturen nach jedem Programmstart bleiben identisch. Zur 
Lösung dieses Problems wurde ein gekoppeltes System erstellt, welches das Peptid in einer 
dynamischen Simulation stark aufheizt (1000 K Simulationstemperatur für 4 ps, vgl. Tab. 12), 
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d. h. die Struktur damit durch die starke Bewegung der Atome zufällig verändert (Modul: 
dynamic) und die erhaltene Momentaufnahme des Moleküls anschließend wieder minimiert 
(Modul: minimize). Durch die Variation der Simulationszeit kann die Modifikation der Struktur 
an die Größe des Moleküls angepasst werden.  
3.4.3 Erzeugen des MSIM-Konformerensets – Ladungsbewertung und Optimierung 
Wenn alle 10 x 1000 Konformere berechnet wurden, werden die Ergebnisse in den Ordner 
1-10000 verlinkt und in einer Konformeren-Datei zusammengefasst:  
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~$ cd ~/bsp_AlaPhe/dyn # Beispielordner zur Generierung des Konformerensets 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ cp ~/00_tools/NEU_linker/NEU_change_and_link_KONF.sh . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ ./NEU_change_and_link_KONF.sh AlaPhe # Zusammenfügen der Konformere 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn$ cd 1-10000 # Ordner mit allen erzeugten Tinker-Konformeren 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/1-10000$ source ~/evocap-msim/msim/method/msim.sh #  Konvertierung zu Net- 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/1-10000$ tclsh $MSIM/method/Tinkerset2confNetCDF.tcl AlaPhe 1 10000 # CDF 
 
 
Konvertierung eines Tinkersets ins Konformerenset für MSIM Webcode 006
 
 
Als Ergebnis wird eine Konformeren-Datei (*.conformers.NetCDF) erhalten mit allen 
modellierten Strukturen. Diese Datei und die zugehörige Moleküldatei (*.NetCDF) aus dem 
Ordner startstrk bilden das Ausgangsset für die Ladungsäquilibrierung, Optimierung und 
zweite Ladungsäquilibrierung. Das so generierte Konformerenset kann jetzt als Ensemble für ein 
Docking genutzt werden. 
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dyn/1-10000$ cd ../../ 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ mkdir qeqoptqeq # Unterordner für Geometrie- und Ladungsoptimierung 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ cp startstrk/AlaPheNOAR.NetCDF qeqoptqeq/AlaPhe.NetCDF 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ cp dyn/1-10000/AlaPhe.conformers.NetCDF qeqoptqeq/AlaPhe.conformers.NetCDF 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ cd qeqoptqeq/ 
u@s:~/bsp_AlaPhe/qeqoptqeq$ $MSIM/method/QEQ_mol.tcl AlaPhe # 1. Ladungsäquilibrierung 
u@s:~/bsp_AlaPhe/qeqoptqeq$ $MSIM/method/Optimize_mol_maxnvp2000.tcl AlaPhe # Optimierung 
u@s:~/bsp_AlaPhe/qeqoptqeq$ $MSIM/method/QEQ_mol.tcl AlaPhe # 2. Ladungsäquilibrierung 
 
 
 
3.4.4 Das Docking der generierten Peptidstrukturen  
Es wird der Ordner dock erstellt. Analog zur Erstellung der Konformerensätze erfolgt die 
Einordnung der für das Docking notwendigen Dateien (vgl. dazu Kap. 3.4.2 und 3.4.3) in den 
Ordner 000. Dadurch werden die zu dockenden Moleküle und deren Konformerensets, das 
Lösungsmittel für die Solvatation der Peptidcluster, die Parameter der Simulation und das 
Docking-Skript (Kap. 3.2) selbst bereitgestellt: 
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*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ cd ~/bsp_AlaPhe/ # Beispielordner der Simulation 
u@s:~/bsp_AlaPhe$ mkdir -p dock/000 && cd dock/000 # Erzeugen des Basisordners für Docking 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ../../qeqoptqeq/AlaPhe.NetCDF .            # Kopieren der not- 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ../../qeqoptqeq/AlaPhe.conformers.NetCDF . # wendigen Dateien 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ~/00_tools/dock_vorlage/000/H2O.NetCDF . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ~/00_tools/dock_vorlage/000/H2O.conformers.NetCDF . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ~/00_tools/dock_vorlage/000/solv_cluster_mt_rand_maxnvp2000.tcl . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cp ~/00_tools/dock_vorlage/000/parameters.tcl . 
 
 
Die Arbeitsverzeichnisse 001 bis 010 verlinken auf die Dateien im 000-Ordner. Dieses kann 
wieder manuell oder per links2dock.sh geschehen: 
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cd .. 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ cp ~/00_tools/links2dock/links2dock.sh . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ ./links2dock.sh # Erzeugen der Unterordner für Docking-Simulationen 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ cd 001 # Unterordner für eine Docking-Simulation  
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/001$ source ~/evocap-msim/msim/method/msim.sh # Start des EVOCAP-Dockings 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/001$ $MSIM/bin/evocap solv_cluster_mt_rand_maxnvp2000.tcl parameters.tcl 
 
 
Durchführung eines Docking-Experiments Webcode 007
 
Als Ergebnisse der Docking-Experimente werden standardmäßig 1000 (10 x 100) solvatisierte 
Cluster (vgl. Kap 3.2) in den Arbeitsverzeichnissen (001 bis 010) erhalten. Diese werden im 
Docking-Ordner in den Unterordner 1-1000 verknüpft.  
 
*** Bourne-Again-Shell / bash-Konsole *** 
 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/000$ cd .. 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ cp ~/00_tools/NEU_linker/NEU_change_and_link_cluster.sh . 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ ./NEU_change_and_link_cluster.sh AlaPhe # Zusammenfügen der Ergebnisse 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock$ cd 1-1000 # Unterordner mit allen Docking-Ergebnissen 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ cp ../../startstrk/AlaPheNOAR.NetCDF AlaPhestartstrk.NetCDF 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ cp ../../startstrk/AlaPheNOAR.conformers.NetCDF 
AlaPhestartstrk.conformers.NetCDF # Hinzufügen der Startstruktur und -Konformers 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ cp ../../dock/000/H2O.NetCDF H2Ostartstrk.NetCDF 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ cp ../../dock/000/H2O.conformers.NetCDF 
H2Ostartstrk.conformers.NetCDF # Hinzufügen des Solvensmoleküls 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ cp ../../dock/000/paramters.tcl parameters.tcl # Parameterdatei 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ # Es folgt ein Beispiel fuer eine Analyse mittels MSIM/EVOCAP 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ source ~/evocap-msim/msim/method/msim.sh 
u@s:~/bsp_AlaPhe/dock/1-1000$ $MSIM/bin/evocap $MSIM/method/An_ec_solventWW.tcl parameters.tcl 
75 >logfile.log # Es werden die Interaktionen des Lösungsmittels mit den Peptiden berechnet. 
 
 
Analyse eines fertigen Aggregatclusters Webcode 008
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3.4.5 Erweiterte Dynamik-Simulation und Analyse solvatisierter Cluster 
 
Das tcl-Skript dynamic_MMFF94dyn_waterbox.tcl liest beliebige per MSIM/EVOCAP 
generierte Peptidaggregat-Cluster im NetCDF-Format ein und simuliert eine dynamische 
Konformationsänderung der Moleküle innerhalb des modifizierten Tinker-Moduls dynamic in 
einer Box aus Lösungsmittelmolekülen. Eine besondere Erweiterung einer solchen Dynamik-
Simulation ist die Tatsache, dass nach jedem Ausgabeschritt eine erneute Ladungsäquilibrierung 
der Clustermoleküle erfolgt. Somit wird der Veränderung der chemischen Umgebung bei der 
Bewegung der Moleküle zueinander Rechnung getragen. 
Die benötigten Tinker-Werkzeuge mussten zur Berechnung größerer Aggregate nach Anpassung 
der Quelldateien (Tinker-Ordner: sources) neu kompiliert werden. In der Datei sizes.i wurden 
dafür die maximale Anzahl an Atomen im System und berücksichtigter Parameter der key-
Dateien verzehnfacht (Parameter: maxatm=100000; maxkey=100000). Zusätzlich wurde die 
Anzahl der zu berücksichtigenden Van-der-Waals-Paare der zu generierenden Kraftfelddateien 
verzehnfacht (Datei: kvdwpr.i; Parameter: maxnvp=2000). Diese Veränderungen wirken sich 
global auf die resultierenden Programmmodule (z. B. dynamic, minimize, analyze, 
xyzedit) aus. Zum Start der Simulation werden der zu analysierende Cluster 
(*.cluster.NetCDF) und die darin enthaltenen Moleküldateien mit einem (beliebigen) 
zugehörigen Konformer als Startstruktur (*startstrk.NetCDF; *startstrk.conformers.NetCDF) 
benötigt. Zusätzlich wird das verwendete Lösungsmittel eingelesen (Standard: H2Ostartstrk). 
Folgende Parameter müssen in der tcl-Datei vorgegeben werden (Tab. 13). 
 
Tab. 13: Parameter für eine Dynamik-Simulation im tcl-Skript 
tcl-Datei Parameter 
 
set simgesamt 1000 
set solvens H2O 
set M 18.0152 
set Rho 0.999043 
set NA [expr 6.02214179e23] 
 
set steps 1000 
set timestep_fs 1 
set dumpstep_ps 1 
set ensemble 2 
set temperature 300 
set pressure 1 
set duration_ps [expr 0.001 * $steps *$timestep_fs] 
 
Durchläufe der separaten Simulationen 
Lösungsmittelname (*.NetCDF) 
Molare Masse des Lösungsmittels in g/mol 
Dichte des Lösungsmittelsystems in g/cm3 
Avogadro-Konstante in mol-1 
 
Dynamik-Schritte 
Zeit-Schritt in fs 
Ausgabeintervall in ps 
Ensemble, Standard: 2 … NVT-Ensemble 
Temperatur des Systems in K (für NVT)  
Druck des Systems in atm (für NPH) 
Gesamtzeit für einen Durchlauf 
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Die Ergebnisdateien werden als MSIM-Cluster sequenziell in einem Unterordner des 
Simulationsordners (/*dyn_results) mit dem entsprechenden Clusternamen gespeichert und die 
entsprechende Wasserbox als Anhang beigefügt (*.xyz2append; *key2append). Zwischen-
ergebnisse werden jedoch zunächst im temporären Verzeichnis (/tmp/tmp_tinkerdynamicsim_*) 
abgelegt. Eine unterbrochene Simulation kann daher vom Status des letzten erfolgreich been-
deten Durchlaufes problemlos wieder gestartet werden. Bei der initialen Ausführung einer 
Berechnung werden die Parameter-, Key- und Koordinatendatei des Clusters (*.prm; *.key; 
*.xyz) für Tinker erzeugt. Die Größe der Box für das Lösungsmittel wird aus der drei-
dimensionalen x-y-z-Ausdehnung der Clustermoleküle berechnet und die Box so erstellt, dass in 
jeder Raumrichtung 16 Å an Kantenlänge addiert werden. Anschließend wird die Wasserbox 
minimiert und mit den Clustermolekülen kombiniert, nochmals gemeinsam optimiert und 
ladungsäquilibriert.  
Die Dimension der Box, die aktuellen Positionen der Atome und deren Beschleunigungen 
werden nach dem Start für die jeweilige Simulation in einer zugehörigen Tinker-Dynamik-Datei 
(*.dyn) abgelegt und bei einer weiterführenden Berechnung automatisch berücksichtigt.  
Fertige Cluster können für die Auswertung mit den EVOCAP-MSIM-Modulen in die Standard-
form für generierte Konformerensets überführt werden, indem eine Verlinkung über das Shell-
Skript ln_dyn4msim.sh erstellt wird. Danach können die Werkzeuge der Konformerenanalyse 
(z. B. Auswertung von Gruppenwechselwirkungen, Wasserstoffbrücken) unverändert auf die 
Dynamik-Cluster angewendet werden. Im Skript müssen nur die Start- und Endnummer der zu 
verlinkenden Moleküle und der Name des Ausgangsclusters für die Dynamik-Simulation in der 
Form Clustername, Clusternummer und Clustersuffix (z. B.: cetro, 11, solvopt) eingetragen 
werden. 
Für die Betrachtung und Manipulation der fertigen Dynamik-Sets im Forcefield-Explorer für 
Tinker bzw. mittels Chimera-Programm können die Ergebnisse in ein Tinkerarchiv bzw. mol2-
Archiv überführt werden. Für die zugehörigen Shell-Skripte tinker_archive.sh und 
mol2_archiv4chimeradock.sh werden der Name des Ausgangsclusters und das erste und 
letzte zu archivierende Dynamik-Ergebnis als Parameter benötigt. Das Tinkerarchiv kann 
inklusive ausgegebener Parameter- und Keyfile-Datei direkt im Forcefield-Explorer geöffnet 
werden. Das generierte mol2-Archiv kann jedoch im Chimera komfortabel über das integrierte 
ViewDock-Modul (Kontext-Menü: Tools  Surface/Binding Analysis  ViewDock) einge-
lesen, analysiert und bearbeitet werden. 
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3.4.6 Zuordnung der Seiten- und Rückgratketten von Peptiden und Sekundärstruktur-
analyse 
Das Modul find_back_side_cluster.tcl (vgl. Kap. 3.2.4) ermöglicht die Aufteilung der 
zu analysierenden Peptidstrukturen in einem beliebigen Cluster in definierte Seitenketten und 
zugehörige Rückgratketten durch die Analyse der Bindungsmuster der Moleküle. Die Standard-
aminosäuren und für diese Arbeit relevante künstliche Aminosäuren sind zur Erkennung in das 
Modul bereits integriert. Das Modul kann weiterhin genutzt werden, um unbekannte Seitenket-
tenstrukturen zu erkennen und die entsprechenden Muster auszugeben. Für Cetrorelix und Oza-
relix soll die Gruppenzuordnung angegeben werden (vgl. Abb. 20 und Tab. 14).  
 
 
Abb. 20: Farblich codierte Gruppenzuordnung für Cetrorelix (oben) und Ozarelix 
Tab. 14: Farbcodierung der Gruppen aus Abb. 20, von links nach rechts alternierend 
Farbcode 
Rückgrat  Seitenkette 
Bezeichnung der Gruppe 
_____ _____ N-Acetyl-Gruppe 
_____ _____ D-2-Naphthylalanin 
_____ _____ D-p-Chlorphenylalanin 
_____ _____ D-3-Pyridylalanin 
_____ _____ Serin 
_____ _____ Tyrosin bzw. N-Methyltyrosin 
_____ _____ D-Citrullin bzw. D-Homocitrullin 
_____ _____ Leucin bzw. Norleucin 
_____ _____ Arginin 
_____ _____ Prolin 
_____ _____ D-Alanin 
_____ --- Amid-Gruppe 
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Faltblatt 
Helix 
Helix 
Jeweils ein farblich gruppierter Block definiert eine Gruppe. Die Farbcodierungen werden 
alternierend zunächst für die Definition der Rückgratgruppen und anschließend der Seitenketten 
verwendet. Bei Ausführung des Modules wird der N-Terminus (bzw. der modifizierte N-Ter-
minus) des Peptides eindeutig detektiert. Anschließend erfolgt die Zuordnung der Rückgrat-
gruppen durch sukzessive Bestimmung der NH-Amid-, α-C- - und CO-Carbonyl-Gruppierungen 
der Kette. Pragmatisch werden nun alle verbleibenden nicht zugeordneten Ketten der α-C-Atome 
der Seitenkette zugeordnet und durch Analyse des Bindungsmusters dieser Kette ein Name für 
diese und den zugehörigen Abschnitt des Rückgrats vergeben. 
Dafür werden die primären, sekundären und tertiären Bindungspartner detektiert, mit den im 
Modul vorgegebenen Mustern verglichen und eindeutig zugeordnet. Ausgegeben wird eine Datei 
(*.groups.dat), welche die erkannten Gruppen und die zugehörigen Atome als Liste enthält. 
Diese Datei kann von anderen TCL-Modulen eingelesen werden, die spezifische Daten für 
bestimmte Gruppen analysieren.  
In dem genannten Modul erfolgt bei der Analyse zusätzlich eine Auswertung der Geometrie des 
Peptidrückgrats zur Analyse der Sekundärstrukturen mittels DSSP-Algorithmus [KABSCH & 
SANDER 1983]. Gefundene Sekundärstrukturen werden in die Datei *DSSP.log geschrieben.  
Zusätzlich kann die Auswertung der Torsionswinkel der Aminosäuren für die Analyse von Se-
kundärstrukturen verwendet werden. Basis sind die bevorzugten Struktur-Winkel-Kombinatio-
nen des Ramachandran-Plots [RAMACHANDRAN et al. 1963, VOET & VOET 1996]. Ausgehend 
von den Zuordnungen für Peptide der L-Aminosäuren durch Lang [LANG 2005] wurde im Rah-
men dieser Arbeit nun auch die Analyse für D-Aminosäuren ermöglicht (Abb. 21).  
 
 
Abb. 21: Winkelkombinationen für die Zuordnung von Sekundärstrukturen in MSIM/EVOCAP mit Erweite-
rung für Peptide mit D-Aminosäuren (links) und Ramachandran-Plot (rechts, nach [VOET & VOET 1996]) 
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Dieses geschah durch die Erweiterung des Skriptes sel_Winkel_cl.tcl (Kap. 3.2.4). Dabei 
erfolgt die Ermittlung der Konfiguration am Cα-Atom der zu untersuchenden Aminosäure. Bei 
Detektion einer D-Aminosäure wird der zugehörige alternative Satz der Winkelkombinationen 
aktiviert. Die Werte für diesen Fall werden durch Drehung der Achsen des klassischen Rama-
chandran-Plots um 180° erhalten [KUMAR & RAMAKRISHNAN 2010]. Im Skript erfolgt dieses 
durch Multiplikation der Standard-Winkelsätze für Peptide mit L-Aminosäuren mit „-1“. Bei Un-
tersuchung einer L-Aminosäure gilt der klassische Winkelsatz für die Zuordnung der Sekundär-
strukturen.  
So wird die Anordnung der Sekundärstrukturelemente in D-Peptiden durch die Spiegelung der 
wohlbekannten Strukturen der L-Peptide (vgl. Faltblattstruktur von Peptiden der L-Aminosäuren 
in Abb. 22) erreicht. Für die Ausbildung von faltblattartigen Strukturen der in dieser Arbeit 
untersuchten gemischt konfigurierten Dekapeptide ist es interessant, sich die Lage der Seitenket-
ten am Cα-Atom in der paralleler bzw. antiparalleler β-Faltblattanordnung vor Augen zu führen 
(grüne Kugeln in Abb. 22). Bei der antiparallelen Anordnung ist die Störung durch die Seiten-
kette bei einem Konfigurationswechsel in der Peptidkette geringer, da nur jeweils eine Seiten-
kette in das gedachte Faltblattmuster zeigen würde. Dagegen wären bei antiparalleler Ausrich-
tung beide Seitenketten zueinander orientiert. Die Änderung der Konfiguration führt hier zur 
zwingenden Notwendigkeit der Neuausrichtung der Torsionswinkel für die weitere Ausprägung 
einer Faltblattstruktur. 
 
 
 
Abb. 22: Parallele und antiparallele Faltblattanordnung von Peptiden der L-Aminosäuren (N: blau,  
C: schwarz, O: rot, H: weiß, Seitenketten: grün, Pfeile: Richtung des Peptidstranges) [STRYER et al. 2002]  
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3.4.7 Hüllstabilisierungs-, Interaktionsenergie und Oberfläche von solvatisierten 
Peptidclustern 
 
Die erhaltenen Strukturen werden mit den in diesem Kapitel vorgestellten Methoden analysiert. 
Die erzeugten log-Dateien enthalten die jeweiligen Zahlenwerte und eine Legendenzeile in der 
Ausgabe. Als Trennzeichen für die Felder wird immer das Leerzeichen verwendet. Der 
Dezimalseparator ist in der MSIM-/EVOCAP-Umgebung immer der Punkt. Für die effektive 
Bearbeitung der log-Dateien wurden Excel-Dateien erstellt, die das automatische Einlesen und 
die Analyse der Ergebnisse ermöglichen. Die wichtigsten Charakteristika und Normierungsbe-
dingungen der solvatisierten Cluster sind: 
 
• Hüllstabilisierungsenergie: die Stabilisierung aller Peptidmoleküle eines Clusters durch 
die Wassermoleküle der Solvathülle 
• Interaktionsenergie: die Energie der aggregierten Peptidmoleküle zueinander  
• lösungsmittelzugängliche Oberfläche (SAS = solvent accessible surface) 
• Anzahl der Wassermoleküle (oder allgemein der Solvensmoleküle) 
• inverse Interaktionsfläche: die definierte Wechselwirkungsfläche der Zentralmoleküle 
 
Die Berechnung von über das Kraftfeld zugänglichen Energien ist die Grundlage für die Analyse 
der Wechselwirkungen zwischen den Molekülen. Die in Tab. 15 gekennzeichneten Energien 
wurden für die Charakterisierung der Peptidcluster berechnet. 
Um Energien verschiedener Systeme vergleichen zu können, muss eine korrekte Normierungs-
bedingung für diese gefunden werden. So ist eine Stabilisierungsenergie durch eine Lösungs-
mittelmolekülhülle immer direkt abhängig von der Anzahl der wechselwirkenden Spezies. Die 
potentielle Energie ist immer direkt abhängig von der Anzahl der Atome im System. Die 
Interaktionsenergie ist abhängig von der Anzahl der zwischen dem Peptid und dem Partner 
wechselwirkenden Atome bzw. Atomgruppen.  
Die Berücksichtigung der Solvenszahl bei der Hüllwechselwirkung wurde als erste Nor-
mierungsbedingung eingeführt (d. h. Berechnung der Wechselwirkung je Solvensmolekül). Als 
eine weitere geeignete unabhängige Normierungsbedingung für interagierende Moleküle hat sich 
die Berechnung der Wechselwirkungsfläche erwiesen. Die Fläche für die Ermittlung der Wech-
selwirkung eines Molekülclusters mit dem Lösungsmittel entspricht der lösungsmittelzugäng-
lichen Fläche (SAS, solvent accessible surface). Diese Oberfläche wird berechnet, indem eine 
Kugel mit einem bestimmten Radius (1,4 Å für das Wassermolekül) über die Molekülfläche 
gerollt wird. Ausgehend vom Zentrum der Kugel ergibt sich die Oberfläche als Integral der 
beschriebenen Funktion.  
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Tab. 15: Clusterenergien und deren Aussage für die Aggregation am Beispiel eines 1-zu-1-Peptidaggreagtes 
Energie 
Beschreibung 
EVOCAP-Terme am Beispiel für ein Peptid(1) und ein Partnermolekül(2) mit 3 gedockten Solvensmolekülen(3 4 5) 
Allg. Berechnung 
Clusterenergie; Gesamtenergie; Potentielle Energie des Systems 
[cl get energy inter total] + [cl get energy intra total] ECluster 
ECluster = EInter Total + EIntra Total 
Interaktionsenergie des Peptides zu Partnermolekül(en) 
[cl molecule 1 get energy inter total –molecules "2"] EInter 
EInter = EInter Peptid zu Partner Total 
Umgebungsstabilisierungsenergie des Peptides durch Partner- und Solvensmolekül(e) 
[cl molecule 1 get energy inter total] EUmstab 
EUmstab = EInter Peptid zu Partner und Solvens Total 
Hüllstabilisierungsenergie von Peptid- und Partnermolekül(en) durch Solvensmoleküle 
[cl molecule 1 get energy inter total –molecules "3 4 5"] + [cl molecule 2 get energy inter total –molecules "3 4 
5"]   EHüllstab 
EHüllstab = EInter Peptid zu Solvens + EInter Partner zu Solvens 
Atomenergie des Peptidatoms n zu Partnermolekül(en) 
 [cl atom $n get energy total –atoms $atomliste_partner] EAt n 
EAt n = EAtom n zu Partner 
Energie einer definierten Atomgruppe n des Peptides zu Partnermolekül(en) 
[cl atom $a get energy total –atoms $atomliste_partner] (Summe über alle Atomnummern a der Gruppe n) EGr n 
EGr n = ∑ EAtome a der Gruppe n zu Partner  
Energie zweier definierter Atomgruppen n und m zueinander 
[cl atom $gruppe_n get energy total –atoms $atomliste_gruppe_m] (Summe über alle Atomnummern gruppe_n der Gruppe n) EGr n m 
EGr n m = ∑ EAtome a der Gruppe n zu Gruppe m  
Auf Anzahl der Solvensmoleküle normierte Hüllstabilisierungsenergie 
$EHüllstab / $Anzahl_Solvens  EHS Solv 
EHS Solv = (EInter Peptid zu Solvens + EInter Partner zu Solvens) / nSolvens 
Auf „Solvent Accessible Surface“ normierte Hüllstabilisierungsenergie 
$EHüllstab / $Solven_Accessible_Area (Die Fläche wird über das Tinker-Modul spacefill nach Übergabe der vdw-Radien der Atome berechnet.) EHS SAS 
EHS SAS = (EInter Peptid zu Solvens + EInter Partner zu Solvens) / ASAS
 
Auf Anz. der Solvensmoleküle und „Solvent Accessible Surface“ normierte Hüllstabilisierung 
$EHüllstab / $Anzahl_Solvens / $Solven_Accessible_Area EHS Solv 
SAS EHS Solv SAS = (EInter Peptid zu Solvens + EInter Partner zu Solvens) / nSolvens / ASAS
 
Energie eines Solvensmoleküls n mit den Koordinaten x y z zu allen Solvensmolekülen 
[cl molecule $n get energy inter total –molecules "3 4 5"] ESolv2Solv 
n ESolv2Solv n = ESolvensmolekül n zu Solvens 
Energie eines Solvensmoleküls n mit den Koordinaten x y z zum Peptid-Partner-Komplex 
[cl molecule $n get energy inter total –molecules "1 2"] ESolv2Kx n 
ESolv2Kx n = ESolvensmolekül n zu Peptid und Partner 
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Das Tinker-Modul „spacefill“ nutzt dafür den von Connolly vorgeschlagenen Algorithmus nach 
der Definition der Van-der-Waals-Radien der Atome [CONNOLLY 1983, CONNOLLY 1985]. Diese 
Radien wurden aus den Parametern des MMFF94-Kraftfeldes berechnet (vgl. Anhang 10.3).  
Eine Normierung der Interaktionsenergie der zusammengelagerten Peptide und Partner in einem 
Aggregat unter Berücksichtigung der Anzahl der wechselwirkenden Spezies ist besonders für 
kleinere Moleküle geeignet. Für größere Strukturen – z. B. Aggregate mit mehreren Dekapep-
tiden – wird die Analyse der wirksamen Interaktionsoberfläche vorgeschlagen. Im Rahmen 
dieser Arbeit wird eine Berechnungsgrundlage und Definition für eine solche inverse Wechsel-
wirkungsfläche abgeleitet (vgl. dazu Abb. 54 in Kap. 4.4.1). 
 
3.4.8 Analyse der Wechselwirkungen zu den Solvensmolekülen 
 
Für die Visualisierung der Wechselwirkungen aller einzelnen Solvensmoleküle (z. B. Wasser) zu 
den Zentralmolekülen eines Clusters und den anderen Lösungsmittelmolekülen wurde das 
Werkzeug An_ec_solventWW.tcl für EVOCAP programmiert (vgl. Kap. 3.2.4). Die daraus 
resultierende Ausgabe kann als Analysedatei für die Visualisierung der Wechselwirkungen als 
VRML-Datei (Virtual Reality Markup/Modeling Language [VRML 1997]) genutzt werden. 
Dazu ist folgendes Vorgehen notwendig: 
 
• Ausgabe des Clusters als mol2-Datei ($MSIM/method/Cluster2mol2.tcl) 
• Konvertierung der mol2-Datei in eine VRML-1.0-Datei 
• Einlesen der VRML-1.0-Datei und der Analysedatei in Excel-Programm und Ausgabe 
der VRML-2.0-Datei zur Visualisierung 
 
Das Schreiben der benötigten VRML-1.0-Datei (*.wrl) wurde erfolgreich mittels ViewerLite 5.0 
[VIEWERLITE 2002] getestet. Die programmierte Excel-Datei heißt: readMolVRML1_solvWW 
_writeVRML2_v2.xls. Es erfolgt die Ausgabe der farbig skalierten Wechselwirkungen in 
einer VRML-2.0-Datei. Diese kann mit dem freien Viewer GLView 4.3 [GRAHN 2000] 
betrachtet werden. 
 
Erstellen einer interaktiven VRML-Datei für die Wechselwirkungsanalyse Webcode 009
 
3.4.9 Berechnung der potentiellen Wasserstoffbrücken mit dem Programm Chimera 
 
Die Ermittlung der Wasserstoffbrücken erfolgt durch Einlesen der aus der MSIM-Umgebung 
extrahierten mol2-Strukturen in das Programmpaket Chimera (v1.2 und v1.4). Dabei handelt es 
sich um ein freies Visualisierungssystem zur Untersuchung und Analyse von Molekülstrukturen 
[PETTERSEN et al. 2004]. Das Programm kann auch ohne graphische Oberfläche aus einer 
Kommandozeile angesprochen und gesteuert werden. Die Analyse der Wasserstoffbrücken 
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erfolgt über das Modul FINDHBONDS. Es erfolgen die Erkennung von Wasserstoffbrücken 
durch die Zuordnung von Atomtypen nach Meng und Lewis [MENG & LEWIS 1991], die Einord-
nung in bestimmte Donor bzw. Akzeptorgruppen und anschließend die Analyse durch Prüfung 
der umfangreichen Winkel- und Abstandskriterien nach den Referenzdaten von Mills und Dean 
[MILLS & DEAN 1996]. 
Die durch spektroskopische Methoden und/oder statistische Datenbankanalysen über mehrere 
Jahrzehnte gesammelten und zum Teil korrigierten Parameter können im Umkehrschluss dazu 
genutzt werden, um in chemischen Strukturen – sei es experimenteller oder modellierter Natur – 
Wasserstoffbrücken zu detektieren. Ein umfangreiches Beispiel zur Generierung von Parametern 
für eine Analyse von Wasserstoffbrücken in einem beliebigen Molekül liefert die Methode von 
Mills und Dean [MILLS & DEAN 1996]. Folgende Schritte werden verwirklicht: 
• Definition der Wasserstoffbrücken bildenden Protonendonoren (N-H; O-H) und der 
Akzeptoren mit freien Elektronenpaaren (N, O, S), 
• Definition der geometrischen Parameter für grundlegende Detektion von Wasserstoff-
brücken, 
• Extraktion geeigneter Datensätze aus Strukturen der CSD-Datenbank [CCDC 2009] und 
Kontrolle auf Fehlerfreiheit, Vollständigkeit und Auflösung der Atomparameter, 
• Erfassen und Normieren der geometrischen Parameter der Moleküle für potentielle Was-
serstoffbrücken (Definition von Abständen, Winkeln und Bezugsebenen, Bestimmung 
und Normierung der Lage der Wasserstoffe), 
• Durchsuchen nach intermolekularen Kontakten mit den normierten Parametern, 
• Eingrenzung der gefundenen Wechselwirkungen nach den Definitionen für Wasserstoff-
brücken und Ermittlung von Häufigkeitsverteilungen der geometrischen Parameter und 
Interaktionen zwischen detektierten Donoren und Akzeptoren, 
• Statistische Bewertung der gefundenen Verteilungen, Ermittlung von Wahrscheinlich-
keitswerten für Wasserstoffbrücken (Abstände, Winkel) und Test auf Unabhängigkeit 
dieser Parameter, 
• Extraktion der repräsentativen geometrischen Parameter für Akzeptoren und Donoren zur 
Voraussage beliebiger Wasserstoffbrücken und validieren der Daten. 
 
In den Standardeinstellungen lässt Chimera die Variation der kritischen Bindungslänge der po-
tentiellen Wasserstoffbrücken von 0,4 Å und des idealen Bindungswinkels von 20° bei der De-
tektion der H-Brücken zu. Diese Parameter werden für den Nachweis der H-Brücken der mit 
EVOCAP gedockten Peptidstrukturen verwendet. Für die Dynamik-Simulationen der Peptide 
werden diese Parameter auf  1,0 Å und 25° erweitert. Dadurch wird es möglich, die Formierung 
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und das Brechen von nur grob vorformulierten Wasserstoffbrücken zu verfolgen. Die Zuordnung 
der notwendigen Atomtypen und deren Hybridisierung erfolgt automatisch durch einen 
unabhängigen Algorithmus [MENG & LEWIS 1991]. Als Protonendonatoren werden Wasserstoff 
tragende Stickstoff-, Sauerstoff- und Schwefelatome untersucht. Protonenakzeptoren sind 
elektronegative Stickstoffe, Sauerstoffe und Schwefelatome mit entsprechenden freien Elektro-
nenpaaren. Der Aufruf von Chimera wurde in die MSIM-Umgebung eingebunden und die Er-
gebnisse werden automatisch extrahiert und ausgegeben. 
Zusätzlich zum Chimera-Programm wurde, (ausschließlich) für die Berechnung der Wasserstoff-
brücken des Halogens des Chlorphenylalanins, der Monitor für Wasserstoffbrücken des Pro-
gramms Discovery Studio Visualizer 2.5 [ACCELRYS 2009] mit dem Standardabstandskriterium 
von 2,5 Å ohne Restriktion der Bindungswinkel verwendet. Diese Kriterien wurden so gewählt, 
um die elektrostatisch dominierte Wechselwirkung, ohne Richtungspräferenz für die Chloratome 
detektieren zu können. 
3.4.10 Abschätzung der Hydropathie der Strukturen im Programm Marvin 
 
Das Programmpaket Marvin [CHEMAXON 2011] wurde dazu genutzt, um die Hydropathie der 
Peptide abzuschätzen. Dazu werden die Parametersätze von Klopman et al., Viswanadhan et al. 
[KLOPMAN et al. 1994, VISWANADHAN et al. 1989] und der PhysProp-Datenbank [BLOCH 1995, 
SRC 2011] verwendet. Für jedes definierte Fragment erfolgt die Berechnung der theoretischen 
logarithmierten Verteilungskoeffizienten zwischen Oktanol und Wasser. Schließlich wird jedem 
Atom im Molekül ein Skalenwert zugeordnet. 
Aus der Analyse ergibt sich eine 3D-Struktur, in der jedem Atom ein Koeffizient zugeordnet 
wird. Die Darstellung der Oberfläche der Struktur erfolgt farblich skaliert. Die individuellen 
Werte aus den drei Methoden werden in den Standardeinstellungen gleichmäßig gewichtet. Blau 
eingefärbte Bereiche visuali-
sieren hydrophobe Abschnitte 
im jeweiligen Molekül, rot dar-
gestellte Flächen hydrophile Do-
mänen (Abb. 23). Die aus der 
MSIM-EVOCAP-Umgebung er-
haltenen mol2-Dateien müssen 
vor dem Einlesen in Marvin je-
doch aus Kompatibilitätsgründen z. B. im DS-Visualizer [ACCELRYS 2009] geöffnet und erneut 
im Format „Sybyl MOL2 Files“ oder „MDL MOL/SD Files“ gespeichert werden. Nach dieser 
Prozedur resultiert ein lesbares Format für Marvin. Auch bei dieser Konvertierung sollte die 
 
Abb. 23: Visualisierung der Hydrophobizität am Beispiel von Phe 
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Geometrie der Moleküle, deren Bindungen und die Valenzen der Atome nach dem Einlesen ins 
Marvin-Programm visuell überprüft werden.  
3.4.11 Die Kombination der Stabilisierungsenergie und Wasserstoffbrückenstabilisierung 
 
Chimera unterstützt die Ausgabe einer Liste der Donor- und Akzeptoratome in potentiellen Was-
serstoffbrücken. Nach Rücksprache mit den Entwicklern von Chimera wurde in die täglich 
veröffentlichte Alphaversion vom 29.04.2009 (v1.4 alpha, sog. „daily build“) zusätzlich die Aus-
gabe der Liste der eindeutigen Seriennummern der betreffenden Atome und des jeweiligen 
Wasserstoffes in der potentiellen Wasserstoffbrücke integriert [PETTERSEN 2012]. Da es sich bei 
der zusätzlich verwendeten Ausführung von Chimera um eine Testversion handelt, wurden die 
Anzahl der Wasserstoffbindungen im Cluster mit beiden Programmausgaben berechnet, 
verglichen und bei Abweichungen als Abbruch-Kontrolle im Skript verankert. Beide Programm-
versionen liefern zuverlässig identische Ergebnisse bei allen bisher durchgeführten Berech-
nungen. Die generierten Donor-Akzeptor-Wasserstoff-Listen wurden in MSIM eingelesen und 
die Wechselwirkungsenergie zwischen dem jeweiligen Wasserstoff und dem zugehörigen 
Akzeptor im EVOCAP berechnet und ausgegeben. 
Die so erhaltene clusterspezifische Wasserstoffbrückenstabilisierungsenergie kann, mit einem 
Skalierungsfaktor versehen, zur zugehörigen Interaktions- bzw. Hüllstabilisierungsenergie 
addiert werden, um so eine zusätzliche Stabilisierung einer Peptidstruktur durch potentielle Was-
serstoffbrücken abzuschätzen. 
3.4.12 Die statistische Auswertung der modellierten Cluster 
 
Die Cluster werden auf die in Kap. 1.2.3 (Tab. 15) definierten Energieterme analysiert. Die 
Ergebnisdateien werden in per Makro gesteuerte MS-EXCEL-Datenblätter [MSEXCEL02 2001, 
MSEXCEL07 2008] eingelesen. Die MS-EXCEL-Version 2007 wird zum Einlesen von Daten 
mit mehr als 256 Spalten, z. B. bei Ausgabe von individuellen Wechselwirkungen bestimmter 
Atomgruppen, benötigt. Zum Vergleich der erhaltenen (Energie-) Verteilungen werden die 
Ergebnisse klassiert (z. B. 30 Klassen bei 1000 Energiewerten) und auf folgende Parameter 
getestet: 
 
Chiquadrat-Anpassungstest auf Normalverteilung der zu prüfenden Verteilung 
Für die klassierte Verteilung wird im Excel eine Normalverteilung berechnet und entsprechend 
klassiert. Die Prüfgröße χ2 wird aus der Summe der quadrierten Differenzen der Werte im 
Intervall und den Erwartungswerten der Normalverteilung geteilt durch die Erwartungswerte 
berechnet (vgl. Sachs und Hedderich [SACHS & HEDDERICH 2006], Formelbox 1). Randklassen 
mit einer Besetzung kleiner 5 werden dabei zu einer Klasse zusammengefügt. 
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Differenzen-t-Test auf Unabhängigkeit zweier Verteilungen 
Um zu testen, ob zwei Verteilungen statistisch voneinander unabhängig sind, kann ein 
Testverfahren angewandt werden, welches die Prüfgröße aus den Differenzen der Besetzung 
gleich skalierter Klassen der zwei Verteilungen nach Formelbox 2 berechnet. Als Ergebnis kann 
entschieden werden, ob die zwei Verteilungen der gleichen Grundgesamtheit entstammen. 
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f-Test auf gleiche Varianzen zweier Verteilungen 
Es wird geprüft, ob die Varianzen („Streuungsmaß“) zweier Verteilungen signifikant 
unterschiedlich sind. Die Prüfgröße ist der Quotient der quadrierten Varianzen der beiden 
Verteilungen (nach DGQ [GRAEBIG 2006], Formelbox 3). 
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Mittelwert-t-Test bei gleicher bzw. ungleicher Varianz zweier Verteilungen  
Die Mittelwerte zweier Verteilungen werden auf signifikante Unterschiedlichkeit geprüft (nach 
DGQ [GRAEBIG 2006], Formelbox 4). 
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3.5 Fluoreszenzspektroskopie  
3.5.1 Peptide 
 
Cx(1-4): Zentaris, S54717, D-50848, BER 1217 (MCetro1-4 = 674,14 g/mol) 
Cx(1-6): Zentaris, S54718, D-50849, BER 1218 (MCetro1-6 = 994,49 g/mol) 
Cetrorelix-Acetat, Ch-B: 011/005, Peptidgehalt 88,2 %/88,5 %, (MCetro = 1431,04 g/mol) 
Teverelix-Acetat, Ch-B: 1495/K0704, Peptidgehalt 90,0 % (MTeve = 1459,13 g/mol) 
Ozarelix-Acetat, Ch-B: 0562048, Peptidgehalt 88,3 % (MOza = 1459,09 g/mol) 
3.5.2 Aminosäuren 
 
D-Nal(2): Zentaris, 03-50021, Batch: NA-0010701, B3566 
D-Pal(3): Zentaris, 03-50008, Batch: E050125, B9524 
D-Phe(4Cl): Zentaris, 03-50011, Batch: AP-0010401, B3200 
L-Tyr: reinst, VEB Berlin Chemie 
3.5.3 Fluoreszenzsonde 
 
Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat (ANS), Biochemika, Fluka 
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3.5.4 Messgerät 
 
Hitachi F-4500 Fluorescence Spectrophotometer mit FL Solutions Software [HITACHI 2001]  
Geräteparameter:  
  Lichtquelle: 150 W Xenon-Bogenlampe 
  Detektor: Photomultiplier 
  Monochromator: Aberration-corrected concave diffraction grating, 900 l/mm 
Methode (Softwareeinstellung): 
Messmethode    Measurement type  : Wavelength scan   
Datenmodus    Data Mode   : Fluorescence 
Scangeschwindigkeit   Scan speed   : 60 nm/min  
Verzögerung (nach Messbeginn)  Delay   : 0 s 
Excitationsspalt    EX Slit  : 5.0 nm  
Emissionsspalt     EM Slit  : 5.0 nm 
Photomultiplierspannung    PMT Voltage  : 400 V 
Ansprechverhalten    Response  : Auto 
Spektrenkorrektur    Corrected spectra : Off 
Verschlusssteuerung    Shutter control : On 
Für Emissionsspektren (Standardvorgabe): 
Scanmodus     Scan Mode  : Emission  
Anregungswellenlänge   EX WL  : 280.0 nm 
Emissionswellenlänge (Start)  EM Start WL  : 300.0 nm 
Emissionswellenlänge (Ende)  EM End WL  : 450.0 nm 
Für Anregungsspektren (Standardvorgabe): 
Scanmodus     Scan Mode  : Excitation  
Emissionswellenlänge   EM WL  : 333.0 nm 
Anregungswellenlänge (Start)  EX Start WL  : 200.0 nm 
Anregungswellenlänge (Ende)  EX End WL  : 350.0 nm 
 
30°-Anordnung, selbst angefertigt: 
 
 
Zubehör: 
Cryostat RM6, Lauda 
Reinstwasseranlage, Millipore 
Fluoreszenzquarzküvetten 10 mm / 5 mm / 2 mm Schichtdicke, Hellma 
Detektion
Anregungsstrahl 
30° 
Zelle  
(2 mm x 10 mm) 
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3.5.5 Probenvorbereitung  
 
Die Probenvorbereitung und Messung erfolgten analog zu den bereits ausführlich dokumen-
tierten Studien der Arbeitsgruppe [HEMPELT 2012, SCHNEIDER et al. 2010, LANG 2005]. Die 
Substanzen für die Fluoreszenzmessung wurden eingewogen und durch Zugabe der entsprechend 
berechneten Lösungsmittelmenge mit 10 mM Ammoniumacetatlösung (pH-Wert 7,0) auf die 
gewünschte Konzentration eingestellt und für sieben Tage bei 20 °C inkubiert, um reproduzier-
bare Fluoreszenzergebnisse zu erhalten. Der pH-Wert der Proben wurde mittels Mettler-Toledo, 
MP220-pH-Meter (mit Inlab 410 Elektrode) übergeprüft. Die Reinheit der Proben und die 
Konzentration der Peptide wurden per HPLC bestimmt. Die Proben wurden in der Fluoreszenz-
küvette 15 min auf 20 °C temperiert. Die Reinigung der Küvetten erfolgt mit 1 M Essigsäure und 
anschließend mit Reinstwasser. 
Für extrinsische Messungen kommt eine 0,2 mM Stammlösung von Ammonium-1,8-anilino-
naphthalinsulfonat zum Einsatz, die unter Lichtausschluss gelagert wird. Die Lösung ist etwa 6 
Monate stabil. Die Sonde wird in der Fluoreszenzzelle mit der Peptidlösung gemischt, so dass 
eine finale Sondenkonzentration von 5 µM resultiert. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Struktur und Eigenschaften der GnRH-Antagonisten Cetrorelix, Teverelix 
und Ozarelix 
4.1.1 Intrinsische Fluoreszenz der Dekapeptide 
 
Aus der Arbeit von Lang war durch extrinsische Fluoreszenzmessungen mit der Fluoreszenz-
sonde Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat bekannt, dass für Cetrorelix, Teverelix und 
Ozarelix eine kritische Aggregatbildungskonzentration (cac) definiert werden kann, für die der 
Beginn einer Zusammenlagerung der Moleküle bestimmbar wird [SCHNEIDER et al. 2010, LANG 
2005]. Die intrinsische Fluoreszenz der Dekapeptide und zusätzlich der zugehörigen aromati-
schen Aminosäuren wurde um den Bereich der beginnenden Aggregation untersucht. Für die 
verwendete Anregungswellenlänge der Fluoreszenz bei 280 nm zeigt weder D-p-Chlorphenyl-
alanin noch D-3-Pyridylalanin eine Fluoreszenzemission. Die ausführlich beschriebene Emission 
für Tyrosin bei ca. 305 nm [WILLIS & SZABO 1991] kann für die reine Aminosäure detektiert 
werden. Für die Fluoreszenz der Peptide ergibt sich jedoch kein effektiver Anteil der Emission 
im Spektrum bei dieser Wellenlänge. Die Fluoreszenz der Dekapeptide bei Konzentrationen un-
terhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentration zeigt übereinstimmend die typische Emis-
sion des Naphthylalanins, welche das Spektrum dominiert (Abb. 24). 
 
  
Abb. 24: Normierte Fluoreszenz von D-2-Naphthylalanin und der monomeren Peptide Cetro-, Teve- und 
Ozarelix  
 
Für alle Spektren sind ein globales Maximum der Emission bei 335 nm, ein zweites Maximum 
bei 327 nm und zwei Schultern zwischen 350 nm – 360 nm und 365 nm – 380 nm detektierbar. 
Ein schwach ausgeprägtes Minimum liegt bei 329 nm. Diese Charakteristika stimmen mit den 
aus den Spektren extrahierten Daten von Sisido et al. überein, die Poly-L-2-Naphthylalanin und 
N-Acetyl-2-Naphthylalanin fluoreszenzspektroskopisch untersuchten [SISIDO et al. 1983]. Eine 
Ergebnisse 
 82 
Bandenveränderung ist charakteristisch für die beginnende Aggregation der analysierten 
Dekapeptide. Die dominierende Emission des Naphthylalanins für alle Peptidkonzentrationen 
unterhalb und die beginnende Bandendeformation beim Überschreiten der Aggregationsschwelle 
wird am Beispiel des Cetrorelix demonstriert (Abb. 25). 
 
 
Abb. 25: Intrinsische Fluoreszenz der Cetrorelix-Monomere und beginnende Spektrendeformation  
 
Für Cetrorelix kann eine beginnende Spektrenveränderung oberhalb einer Konzentration von 
0,04 mg/ml, für Teverelix oberhalb von 0,05 mg/ml klar detektiert werden (Abb. 26, Abb. 27). 
Bei diesen beiden Peptiden verschiebt sich das Emissionsmaximum bei steigender Konzentration 
von 335 nm zu 332 nm.  
 
 
Abb. 26: Intrinsische Fluoreszenz von Cetrorelix 
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Abb. 27: Intrinsische Fluoreszenz von Teverelix 
 
 
In Lösungen des Ozarelix wird mit steigender Peptidkonzentration eine Verschiebung des Maxi-
mums zu 334 nm sichtbar. Aufgrund der geringen Verschiebung des Maximums kann hier nur 
ein Bereich für die beginnende Bandenveränderung zwischen 0,30 mg/ml und 0,40 mg/ml beo-
bachtet werden. Es formiert sich eine neue Schulter in den Spektren (Abb. 28).  
 
 
Abb. 28: Intrinsische Fluoreszenz von Ozarelix 
 
 
Zusätzlich zur Bandenveränderung wurde die Änderung der Fluoreszenzintensität in Abhängig-
keit von der Peptidkonzentration im Bereich beginnender Aggregation quantitativ untersucht 
(Abb. 30). Für Cetrorelix ergibt sich zunächst ein linearer Anstieg der Intensität bei 335 nm 
(Emissionsmaximum für Naphthylalanin, vgl. Abb. 24). Wird eine bestimmte Grenzkonzentra-
tion von 0,038 mg/ml erreicht, verändert sich der Anstieg der Intensitätszunahme. Gleiches 
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Verhalten ist für Teverelix bei 0,050 mg/ml zu beobachten. Durch bilineare Approximation 
lassen sich die kritischen Punkte als Schnittpunkt der beiden Geraden bestimmen. Der so defi-
nierte Wert wird als kritische Aggregatbildungskonzentration (cac) bezeichnet. Bei Ozarelix lässt 
sich keine sprunghafte Änderung der Intensität im Bereich beginnender Aggregation beobachten. 
Die Bandenveränderung für die in der Primärstruktur sehr ähnlichen Peptide Cetrorelix und 
Ozarelix tritt in Konzentrationsbereichen auf, die sich um den Faktor 4-6 unterscheiden.  
Für Ozarelix sollte weiterhin ausgeschlossen werden, dass Vorgänge der Eigenabsorption der 
Probe zu einer unspezifischen Spektrenveränderung bei höheren Konzentrationen führen und so 
eine Aggregatbildung nur vortäuschen. Zur Absicherung wurden daher für Ozarelix Spektren un-
ter Verwendung der 30°-Anordnung (vgl. Kap. 3.5.4) aufgezeichnet. Das Ziel war es, die hohen 
Peptidkonzentrationen bei sehr geringen effektiven Schichtdicken zu vermessen. Auch hier lässt 
sich die Spektrenveränderung spezifisch bei der Peptid-Konzentration von 0,30 mg/ml nachvoll-
ziehen (Abb. 29). 
 
 
 
Abb. 29: Intrinsische Fluoreszenz von Ozarelix, gemessen in 30°-Anordnung 
 
Für alle drei Peptide wurde zusätzlich die Verschiebung des Emissionsmaximums der Fluores-
zenz bei ca. 335 nm in Abhängigkeit von der Peptidkonzentration mathematisch untersucht 
(Abb. 31). Zur Bestimmung der Lage der Maxima wurden die Spektren abgeleitet und die 
Nullstellen der so erhaltenen Kurven bestimmt. Diese Methodik ermöglichte die Bestätigung der 
durch Veränderung des Intensitätsanstieges bestimmten Aggregatbildungskonzentrationen für 
Cetro- und Teverelix und erstmals eine Zuordnung der Aggregatbildungskonzentration durch 
Analyse der intrinsischen Fluoreszenz für Ozarelix. Die in Abb. 31 abgelesenen Werte der kriti-
schen Aggregatbildungskonzentration (cac) betragen 0,038 mg/ml (27 µmol/l) für Cetrorelix, 
0,048 mg/ml (33 µmol/l) für Teverelix und 0,153 mg/ml (105 µmol/l) für Ozarelix. 
Ergebnisse 
 85
Cetrorelix 
Teverelix 
Ozarelix 
Detektion 
Anregungsstrahl 
30° 
Zelle  
(2 mm x 10 mm) 
 
 
Abb. 30: Konzentrationsabhängige Änderung der Fluoreszenzintensität für Cetro-, Teve- und Ozarelix 
 
 
Ergebnisse 
 86 
  
Abb. 31: Konzentrationsabhängige Verschiebung des Fluoreszenzmaximums für Cetro-, Teve- und Ozarelix  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teverelix 
Cetrorelix 
Ozarelix 
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Zusätzlich wurden Spektren für das nicht aggregierende GnRH-Analogon D-Phe6-GnRH als 
Referenz aufgezeichnet. (Abb. 32). Eine Bandenveränderung ist selbst bei hohen Peptidkonzen-
trationen nicht sichtbar. Das Spektrum wird dominiert von der Emission des Tryptophans. 
 
 
Abb. 32: Intrinsische Fluoreszenz von D-Phe6-GnRH 
 
 
4.1.2 Anregungsspektren und UV-Absorption von Cetrorelix und Ozarelix 
 
Zur Prüfung, inwiefern die veränderte Fluoreszenzemission der Peptide bei deren Aggregation 
mit der Erzeugung einer neuen erregbaren Spezies im Grundzustand einhergeht, wurden 
vergleichend Anregungsspektren (Emissionswellenlänge, 333 nm) und UV-Spektren im Bereich 
der kritischen Aggregationskonzentration aufgezeichnet. Als Referenz wurden entsprechende 
Spektren der Aminosäure D-Naphthylalanin bestimmt. Cetrorelix zeigt über den gesamten Kon-
zentrationsbereich eine identische Spektrenformation in der Fluoreszenz mit einer geringen 
Verschiebung des gesamten Anregungsspektrums zu höheren Wellenlängen mit steigender Pep-
tidkonzentration (Abb. 33, oben). Dieses ist gut zu erkennen bei Betrachtung der Verschiebung 
der Bande zwischen 220 und 240 nm. 
Des Weiteren ist ein Intensitätssprung für die angeregte Emission für Konzentrationen oberhalb 
der bestimmten Aggregatbildungskonzentration erkennbar. Jenes spricht für die Ausbildung 
einer hydrophoben Umgebung in den Peptidkomplexen und damit verbunden einer Vermin-
derung von Prozessen des Quenchings durch die Lösungsmittelumgebung. Die dominierende 
Bandencharakteristik der Anregungsspektren für Cetrorelix lässt sich durch die Spektren von  
D-Naphthylalanin nahezu vollständig erzeugen (Abb. 33, unten).  
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Abb. 33: Anregungsspektren für Cetrorelix (oben) und Naphthylalanin (unten, cNal < 0,050 mg/ml) 
 
Die Veränderung im Spektrum – sowohl für die Peptide als auch für die Aminosäure – kann mit 
einer Assoziation der Moleküle im Grundzustand erklärt werden [SLAVIK 1994]. Ozarelix zeigt 
zunächst eine identische Anregungscharakteristik wie Cetrorelix. Jedoch wird eine starke 
Deformation des Spektrums bei Konzentrationen oberhalb der Aggregatbildungsschwelle 
sichtbar (cOzarelix > 0,300 mg/ml, Abb. 34, oben). Eine Vermutung war zunächst, dass die 
Spektrenveränderung durch eine neue anregbare Spezies im Grundzustand hervorgerufen wird, 
die sich mit beginnender Aggregation ausbildet. Dieses wird jedoch entkräftet, da die gleiche 
Spektrendynamik für reines Naphthylalanin für Konzentrationen oberhalb von 60 µg/ml 
generiert werden kann (Abb. 34, unten). Um auszuschließen, dass es sich bei der Deformation 
der Peptidspektren um ein Artefakt der Messung der Anregungsspektren durch zu hohe Proben-
konzentration handelt, wurden zusätzlich Spektren in der 30°-Anordnung gemessen (Abb. 35). 
Diese Aufzeichnungen bestätigen die Beobachtungen der vorangegangenen Messungen. 
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Abb. 34: Anregungsspektren für Ozarelix (oben) und D-Naphthylalanin (unten, cNal > 0,050 mg/ml) 
 
 
 
Abb. 35: Anregungsspektren von Ozarelix, gemessen in 30°-Anordnung 
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Die entsprechenden UV-Spektren der beiden Peptide als Analoga zu den Anregungsspektren 
sind in Abb. 36 dargestellt. Eine geringe Verschiebung der Absorptionsbande des Tyrosins bei 
275 nm im UV-Spektrum, die bei der Ausbildung von Wasserstoffbrücken oder der Änderung 
der Hydrophobizität der Umgebung beschrieben wird [GRINSPAN et al. 1966, CHIGNELL & 
GRATZER 1968, O’NEIL & HOFMANN 1987], kann durch die störende Überlagerung der UV-
Absorption der Aminosäure Naphthylalanin des Peptides nicht sichtbar detektiert werden. 
 
 
 
Abb. 36: UV-Absorptionsspektren für Cetrorelix (oben) und Ozarelix (unten) 
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4.1.3 Fluoreszenzanalyse der Teilsequenzen von Cetrorelix 
Zusätzlich zum kompletten Dekapeptid wurden die Fragmente Cetrorelix1-4 (Acetyl-D-Nal1(2)-D-
Phe2(4Cl)-D-Pal3(3)-Ser4) und Cetrorelix1-6 (Acetyl-D-Nal1(2)-D-Phe2(4Cl)-D-Pal3(3)-Ser4-Tyr5-
D-Cit6) fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Für das kürzeste Fragment (ohne Tyrosin in der 
Sequenz) Cetrorelix1-4 kann hierbei keine Bandenumkehr für die intrinsische Fluoreszenz 
beobachtet werden, obwohl eine gelartige Struktur und die Ausbildung von Agglomeraten bei 
einer Konzentration von 0,5 mg/ml und nach der Inkubationszeit von sieben Tagen bereits mak-
roskopisch sichtbar werden (Abb. 37). Demgegenüber ist beim Fragment Cetrorelix1-6 bereits für 
Konzentrationen unterhalb von 2 µg/ml die aggregattypische Bandenform erkennbar (Abb. 38). 
 
 
Abb. 37: Intrinsische Fluoreszenz des Peptides Cetrorelix1-4, rechts: Gelbildung bei 0,5 mg/ml 
 
 
Abb. 38: Intrinsische Fluoreszenz des Peptides Cetrorelix1-6 
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Ein monomertypisches Spektrum kann jedoch durch die Zugabe von Salzsäure zu einer 
Peptidprobe, Zentrifugation und Messung der überstehenden Lösung erzwungen werden (Abb. 
39). Die nunmehr detektierbare Fluoreszenz bei 305 nm wird dem Tyrosin zugeordnet und ist 
klar unterscheidbar von der bei 309 nm beobachteten Raman-Streuung für die Anregungswellen-
länge von 280 nm. 
 
 
Abb. 39: Monomertypische Fluoreszenz des Peptides Cetrorelix1-6 nach Säurezugabe und Zentrifugation 
 
4.1.4 Mikroskopische Aufnahmen von Cetrorelix und Ozarelix 
 
Zur visuellen Charakterisierung der Strukturen wurden von beiden Peptiden elektronenmikros-
kopische bzw. laserrastermikroskopische Aufnahmen der Aggregate im Rahmen zweier Diplom-
arbeiten hergestellt. Für die Elektronenmikroskopie wurden Lösungen von Cetrorelix 
(500 µg/ml; 3 µg/ml) bzw. Ozarelix (2300 µg/ml; 170 µg/ml; 90 µg/ml) in 10 mM Ammonium-
acetat auf einem kohlenstoffbeschichteten Kupfergitter unter dem Transmissionselektronen-
mikroskop (TEM) bei einer Beschleunigungsspannung von 100 kV untersucht [KICK 2007].  
Bei der Laserrastermikroskopie erfolgte die Detektion der Fluoreszenz der Sonde Prodan bzw. 
Ammonium-1,8-anilino-naphthalinsulfonat nach der Einlagerung in die Aggregate der Peptid-
lösungen mit Konzentrationen deutlich oberhalb der kritischen Aggregatbildung für Cetro- 
(1,4 mg/ml), Teve- (0,3 mg/ml) bzw. Ozarelix (1,5 mg/ml) [EICHLER 2007]. Es resultieren 
Aufnahmen der Strukturen im Skalierungsbereich von ca. 50 µm bis 50 nm und eine 
dreidimensionale Abbildung der Aggregate. Die erhaltenen Bilder der aggregierenden Spezies 
werden im Zusammenhang mit der Ausbildung von faltblattartigen Strukturen in Kap. 5.4.4 
diskutiert. 
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4.2 Prüfung der modellierten Strukturen 
4.2.1 Analyse der Gyrationsradien am Beispiel der Peptide Cetrorelix und Ozarelix 
 
Die nach den in Kap. 3.4.1 - 3.4.3 beschriebenen Methoden erhaltenen optimierten und ladungs-
bewerteten Strukturen wurden auf die Verteilung ihrer Gyrationsradien untersucht. Diese werden 
aus den Koordinaten aller Atome des jeweiligen Konformeres berechnet und dienen als Maß für 
die räumliche Ausdehnung eines Moleküls (Formelbox 5). Die reale maximale Ausdehnung 
einer Struktur im Sinne der „Länge des Moleküls“ wird immer größer sein als der berechnete 
Radius (vgl. dazu Abb. 40 und Abb. 41). Letzterer kann als unscharfe Abbildung eines Moleküls 
in eine Kugel verstanden werden.  
 
∑
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RGyr … Gyrationsradius 
n … Anzahl der Atome 
ri … Ortsvektor des Atoms i 
rs … Geometrischer Schwerpunkt aller Atome 
Formelbox 5 
Für die Peptidhormone Cetrorelix und Ozarelix sind die zwei Strukturen mit maximalem bzw. 
minimalem Gyrationsradius aus den jeweiligen Sets mit 10000 Konformeren in Abb. 40 
dargestellt. Visuell ist deutlich zu erkennen, dass es sich bei den ausgewählten extremen Struk-
turen um Beispiele für sehr gestreckte bzw. kompakte Konformere handelt. Die Verteilung der 
Gyrationsradien für die beiden Peptidhormone ist in Abb. 41 dargestellt. 
 
 
Abb. 40: Moleküle mit extremen Gyrationsradien der Sets von Cetrorelix (oben) und Ozarelix (unten) 
 
 
 
 
 
 
ca. 30 Å maximale Ausdehnungca. 12 Å maximale Ausdehnung
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Abb. 41: Verteilung der Gyrationsradien des Cetro- (oben) und Ozarelix-Konformerensets (unten) 
 
 
3D-Strukturen: Cetrorelix-Konformer mit dem kleinstem Gyrationsradius 
  Cetrorelix-Konformer mit dem größten Gyrationsradius  
  Ozarelix-Konformer mit dem kleinstem Gyrationsradius 
  Ozarelix-Konformer mit dem größten Gyrationsradius 
Webcode 014 
Webcode 015 
Webcode 016 
Webcode 017 
 
 
In beiden Abbildungen ist keine Normalverteilung erkennbar. Für Cetrorelix ergibt sich ein 
Mittelwert des Gyrationsradiuses von 8,1 Å mit einer Spanne von 6,3 Å bis 12,4 Å. Für Ozarelix 
liegt der entsprechende Wert bei 8,4 Å bei einer Breite der Verteilung von 6,5 Å bis 12,2 Å. Für 
die Erzeugung sehr gestreckter Konformationen gibt es weniger Realisierungsmöglichkeiten und 
nach der Optimierung der Struktur resultiert meist ein Molekül mit geringerem Gyrationsradius. 
Die Besetzung der Klassen zeigt jedoch für beide Peptidhormone, dass der gesamte mögliche 
Bereich von sehr kompakten bis hin zu sehr gestreckten Konformeren abgedeckt wird.  
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4.2.2 Die Verteilung der potentiellen Energien 
Zur geometrischen Kontrolle der 10000-er-Konformerensets wurden die potentiellen Energien 
der generierten Strukturen berechnet. Essentiell für die erzeugten MMFF94-Parameter-Dateien 
ist die Aktivierung der Auswertung der 1-3- und 1-4-Wechselwirkungen für die Berechnung der 
Van-der-Waals-Energien, da nur Parameter für Van-der-Waals-Paare (Tinker-Parameter: 
VDWPR, vgl. Kap. 3.3.3) vorhanden sind. Die Verteilung der Energien (Abb. 42) und die Prü-
fung der Geometrien der Konformere zeigen mit diesen Einstellungen keine fehlerhaften Struk-
turen. Dazu wurden die Energien auf ausreißende Extremwerte untersucht, die Chiralität aller 
Moleküle geprüft und die räumliche Struktur der Konformere in Stichproben visuell kontrolliert.  
 
 
Abb. 42: Verteilung der potentiellen Energien der Konformere des Cetro- (oben) und Ozarelix-Sets (unten) 
 
 
Cetrorelix-Konformer mit der niedrigsten potentiellen Energie 
Cetrorelix-Konformer mit der höchsten potentiellen Energie 
Ozarelix-Konformer mit der niedrigsten potentiellen Energie 
Ozarelix-Konformer mit der höchsten potentiellen Energie 
Webcode 018 
 Webcode 019 
 Webcode 020 
 Webcode 021 
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4.2.3 Torsionswinkel des Peptidrückgrats 
Die φ-ψ-Kombinationen der Torsionswinkel für das Peptidrückgrat wurden anhand der 
Peptidhormone Cetrorelix und Ozarelix geprüft. Es zeigt sich, dass alle vier Quadranten des 
Winkelraumes gut ausgenutzt werden (Abb. 43). Jenes entspricht dem Grundgedanken des Mo-
dells, Peptide ohne definierte Vorzugsstruktur zu modellieren. Des Weiteren konnte durch eine 
Analyse der Konfiguration der Aminosäuren sicher gestellt werden, dass während der Model-
lierung keine fehlerhafte D-L-Umkehr in den Systemen erfolgte.  
 
 
Abb. 43: Phi-Psi-Kombinationen aller Peptidbindungen für Cetrorelix und Ozarelix 
 
4.3 Die Hydropathie der Aminosäuren im eingesetzten Modellierungssystem 
4.3.1 Die Hüllstabilisierungsenergie und Brückenbildung von reinen Wasserclustern 
 
 
Das Ziel war es, ein Modell und eine Referenz für die Stabilisierung einer Oberfläche bestim-
mter Größe zu etablieren, um damit die Interaktion von Aminosäuren und deren Seitenketten mit 
verschiedenen Volumina und Oberflächen abschätzen zu können. Dafür wurden Kerne unter-
schiedlicher Größe, bestehend aus 1 bis 10 Wassermolekülen, durch Docking erzeugt. Die lö-
sungsmittelzugänglichen Oberflächen der Wassercluster liegen im Bereich der Oberflächen der 
später zu solvatisierenden Aminosäuren. Diese zusammengelagerten Zentralmoleküle wurden 
anschließend mit einer zusätzlichen Wasserhülle von 4 Å umgeben. Schließlich wurde die 
entsprechende Stabilisierung dieser Moleküle zu den Zentralmolekülen berechnet und auf die 
Anzahl der Spezies der Hülle normiert. Die Entwicklung der so berechneten Hüllstabilisierungs-
energie wurde exponentiell approximiert (Abb. 44). Die Idee des verfolgten Ansatzes besteht 
darin, die Stabilisierung der reinen Wassercluster später mit der Interaktion von Clustern der 
Aminosäuren mit ähnlichen Oberflächen zu vergleichen. 
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Abb. 44: Hüllstabilisierungsenergie der Wassercluster in Abhängigkeit der Oberfläche 
 
 
Die potentiellen Wasserstoffbrücken der Wassercluster unterschiedlicher Größe wurden mit 
Hilfe des Programmes Chimera (Kap. 3.4.9) abgeschätzt und durch die jeweilige Anzahl der 
Wassermoleküle der Solvathülle dividiert, um die mittlere Anzahl Wasserstoffbrücken je 
Wassermolekül zu erhalten (Abb. 45). Die mittlere Energie der Wasserstoffbrücken zwischen 
Wassermolekülen wurde aus den Wechselwirkungen der entsprechenden Wasserstoffe zu den 
zugehörigen Sauerstoff-Akzeptoratomen berechnet, auf die Anzahl der Wasserstoffbrücken der 
Wasserhülle zu den Zentralmolekülen normiert und die Änderung der Energie in Abhängigkeit 
von der Clustergröße (d. h. Anzahl der Wasser-Zentralmoleküle) abgeleitet (Abb. 46). 
 
 
Abb. 45: Anzahl der Wasserstoffbrücken der Wassercluster in Abhängigkeit der Oberfläche  
 
 
 
Bsp.: Wassercluster mit 10 Zentral-
molekülen und 4 Å dicker Solvathülle 
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Die Energie der Wasserstoffbrücken der Wassermoleküle liegt im Kraftfeld in einem sehr engen 
Bereich zwischen -68,00 und -69,50 Kraftfeldeinheiten und nähert sich ab einer Clustergröße 
von 20 Wasser-Zentralmolekülen dem Mittelwert von -69,37 Kraftfeldeinheiten an. Dieser Wert 
kann näherungsweise als Referenz für die Stabilisierung von Clustern verwendet werden, 
unabhängig davon, wie groß die solvatisierten Moleküle sind.    
 
Abb. 46: Energie der Wasserstoffbrücken der Wassercluster in Abhängigkeit der Clustergröße, rechts: 
Wassercluster mit 10 Zentralmolekülen, Solvathülle und detektierten Wasserstoffbrücken; Berücksichtigt 
werden nur die detektierten Brücken der Zentralmoleküle zur Solvathülle. 
 
 
Brücken der 10 Zentralmoleküle zur 4 Å dicken Solvathülle Webcode 028
 
 
4.3.2 Die Stabilisierungsenergie und potentiellen Wasserstoffbrücken der Aminosäuren 
 
Für die natürlichen und die in Cetrorelix bzw. Ozarelix vorhandenen nicht-proteinogenen 
Aminosäuren wurden im MMFF94-Kraftfeld jeweils 1000 Cluster generiert und mit einer Was-
serhülle von 4 Å umgeben. Für alle Analysen wurden die Wechselwirkungen der Wasser-
moleküle zu den Seitenketten der jeweiligen Aminosäuren im EVOCAP – d. h. die mittlere Hüll-
stabilisierungsenergie je Solvensmolekül – berechnet. Damit eine mittlere Wechselwirkung für 
Wassermoleküle durch die Seitenkette verglichen werden kann, wurden die resultierenden 
Energien durch die Anzahl der gedockten Wassermoleküle dividiert (Tab. 16).  
Nur bestimmte Seitenketten der Aminosäuren können eine stabilisierende Wechselwirkung zur 
Hydrathülle durch die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen erreichen. Für die 
angelagerte Wasserhülle von 4 Å wurden die potentiellen Wasserstoffbrücken nach den Kriterien 
von Mills und Dean [MILLS & DEAN 1996] für die Seitenketten der Aminosäuren für je 1000 
Cluster berechnet und durch die Anzahl der gedockten Wassermoleküle dividiert (Tab. 17).  
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Tab. 16: Mittlere Wechselwirkungen der Aminosäureseitenketten zu Wassermolekülen für MMFF94 
Seitenkette mittlere Interaktion 
des Wassers in E 
Standard-
abweichung 
minimale Energie 
(Clusternummer) 
maximale Energie 
(Clusternummer) 
D-p-Cl-Phe -2,713 0,357 -4,201 (422) -1,688 (622) 
Glu -1,789 0,284 -2,611 (981) -0,879 (799) 
D-Hci -1,493 0,221 -2,306 (363) -0,914 (74) 
D-Cit -1,411 0,224 -2,416 (526) -0,797 (685) 
pGlu -1,388 0,235 -2,314 (780) -0,782 (820) 
Gln -1,364 0,244 -2,214 (991) -0,741 (329) 
Asn -1,358 0,256 -2,212 (37) -0,484 (88) 
Tyr -1,326 0,154 -1,865 (545) -0,878 (491) 
Asp -1,264 0,289 -2,444 (97) -0,639 (56) 
Thr -1,148 0,210 -1,854 (3) -0,485 (241) 
Ser -1,126 0,185 -1,782 (518) -0,541 (678) 
Met -0,891 0,153 -1,671 (712) -0,511 (165) 
Arg -0,831 0,129 -1,291 (607) -0,469 (998) 
Nle -0,674 0,117 -1,086 (257) -0,327 (491) 
Leu -0,668 0,118 -1,079 (650) -0,323 (965) 
Lys -0,665 0,116 -1,126 (562) -0,327 (10) 
Pro -0,653 0,115 -1,096 (926) -0,344 (41) 
Trp -0,633 0,088 -0,934 (856) -0,387 (750) 
Ile -0,631 0,103 -0,941 (83) -0,303 (311) 
D-Pal -0,608 0,100 -0,970 (679) -0,337 (873) 
Cys -0,605 0,136 -1,107 (807) -0,254 (255) 
D-Nal -0,599 0,092 -0,875 (103) -0,376 (371) 
Phe -0,572 0,098 -0,935 (798) -0,321 (531) 
His -0,537 0,109 -0,922 (452) -0,269 (923) 
Val -0,475 0,093 -0,791 (391) -0,230 (309) 
D-Ala -0,445 0,083 -0,761 (911) -0,109 (90) 
Ala -0,444 0,081 -0,674 (524) -0,159 (577) 
Gly -0,233 0,091 -0,531 (850) -0,002 (274) 
Hinweis zur Einheit: 1 E = 1 Kraftfeldeinheit je Wassermolekül 
Tab. 17: Mittlere Anzahl an Wasserstoffbrücken je Wassermolekül für Seitenketten der Aminosäuren 
Seitenkette Mittelwert H-Bind. 
je Wassermolekül 
Standard-
abweichung  
minimale Anzahl 
H-Bind. (Clusternr.) 
maximale Anzahl 
H-Bind. (Clusternr.) 
Glu 0,138 0,020 0,077 (671) 0,206 (392) 
Asp 0,134 0,025 0,054 (382) 0,226 (97) 
Asn 0,121 0,025 0,051 (611) 0,188 (49) 
D-Cit 0,113 0,022 0,045 (379) 0,190 (808) 
Gln 0,112 0,022 0,028 (475) 0,200 (51) 
D-Hci 0,108 0,021 0,044 (232) 0,163 (23) 
Ser 0,096 0,015 0,029 (114) 0,148 (997) 
Thr 0,085 0,014 0,028 (35) 0,133 (779) 
pGlu 0,080 0,014 0,051 (113) 0,125 (524) 
Tyr 0,070 0,013 0,023 (147) 0,116 (450) 
Arg 0,065 0,022 0 (53) 0,125 (158) 
Lys 0,030 0,017 0 (9) 0,075 (189) 
His 0,028 0,019 0 (6) 0,083 (678) 
D-Pal 0,026 0,015 0 (2) 0,071 (641) 
Cys 0,025 0,013 0 (10) 0,067 (270) 
Trp 0,009 0,011 0 (6) 0,026 (667) 
Tabelliert sind nur die relevanten Seitenketten, die Wasserstoffbrücken ausbilden können. 
Zur Abschätzung des Energiebereichs der potentiellen Wasserstoffbrücken von Aminosäuren im 
MMFF94-Kraftfeld wurde für alle Cluster die Interaktionsenergie der betreffenden Wasserstoffe 
zu den jeweils zugehörigen Akzeptoratomen berechnet (Tab. 18). Die mittlere Energie der Bin-
dungen der zur Brückenbildung fähigen Seitenketten beträgt -46,31 Kraftfeldeinheiten. In die-
sem Zusammenhang wurde zur Abschätzung der für eine Wechselwirkung mit dem Solvens vor-
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handenen Oberfläche der Aminosäuren der Mittelwert der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche 
berechnet (Tab. 19). Die Daten dienen als Basis zur Erstellung einer Hydropathieskala. 
Tab. 18: Mittlere Energie der Wasserstoffbrücken der Aminosäureseitenketten 
Seitenkette Mittlere Energie 
der H-Bind. in E  
Standard-
abweichung 
minimale Energie der 
H-Bind. (Clusternr.) 
maximale Energie der 
H-Bind. (Clusternr.) 
Tyr -71,746 4,620 -88,908 (499) -53,514 (53) 
Thr -71,007 3,657 -86,096 (71) -59,004 (168) 
Ser -69,888 3,103 -79,751 (73) -59,410 (872) 
Glu -55,931 2,875 -64,681 (2) -44,212 (849) 
Asp -54,711 2,753 -63,891 (162) -44,403 (931) 
pGlu -52,434 4,382 -64,782 (82) -39,131 (820) 
D-Hci -51,264 4,286 -70,785 (737) -38,614 (508) 
Gln -50,758 3,678 -64,365 (414) -39,637 (954) 
D-Cit -50,175 3,767 -69,961 (454) -39,934 (813) 
Asn -49,140 3,360 -58,907 (974) -39,682 (108) 
Arg -39,700 3,444 -50,392 (999) 0 (53) 
Lys -34,438 14,613 -51,727 (965) 0 (9) 
Cys -30,596 15,595 -47,786 (460) 0 (10) 
His -23,327 13,669 -49,057 (968) 0 (6) 
D-Pal -20,535 9,934 -34,089 (372) 0 (2) 
Trp -15,367 18,790 -48,033 (630) 0 (6) 
Hinweis zur Einheit: 1 E = 1 Kraftfeldeinheit, Tabelliert sind nur die Seitenketten, die Wasserstoffbrücken ausbilden. 
Tab. 19: Mittlere lösungsmittelzugängliche Oberfläche der Aminosäurecluster  
Aminosäure Mittelwert 
der Oberfläche in E 
Standardab-
weichung in E 
minimale Ober-
fläche (Clusternr.) 
maximale Ober-
fläche (Clusternr.) 
D-Nal 468,8 4,5 454,8 (301) 477,0 (259) 
Trp 437,0 4,9 416,4 (429) 447,5 (560) 
D-Hci 433,4 11,7 394,6 (847) 455,7 (199) 
p-Cl-D-Phe 417,5 4,6 403,8 (18) 425,5 (955) 
Arg 410,0 9,7 375,4 (466) 426,9 (908) 
D-Cit 403,7 8,6 374,9 (56) 421,4 (144) 
Tyr 403,7 4,6 389,7 (541) 415,8 (410) 
Phe 393,7 4,1 378,5 (673) 401,2 (416) 
D-Pal 385,2 4,2 369,5 (577) 394,8 (292) 
Lys 380,7 6,8 353,5 (15) 394,8 (698) 
His 363,2 4,3 349,5 (538) 372,7 (627) 
Met 360,1 7,2 340,2 (961) 375,2 (873) 
Nle 358,4 6,2 337,1 (371) 372,2 (463) 
Leu 349,8 4,3 331,5 (791) 358,2 (156) 
Gln 348,3 6,0 328,7 (943) 359,5 (690) 
Ile 345,1 3,5 334,3 (329) 355,4 (769) 
Glu 341,6 5,4 322,9 (160) 352,4 (332) 
Val 318,5 2,4 311,3 (646) 326,3 (22) 
Asn 314,2 3,0 305,5 (564) 323,5 (424) 
pGlu 311,4 1,9 305,8 (739) 316,3 (879) 
Pro 310,1 2,1 302,3 (289) 313,9 (776) 
Asp 308,3 2,9 300,0 (948) 318,7 (575) 
Thr 306,2 3,0 296,8 (426) 313,5 (728) 
Cys 295,3 2,3 288,3 (445) 302,9 (125) 
Ser 277,6 2,2 272,6 (561) 287,0 (135) 
D-Ala 265,8 1,0 264,0 (978) 270,6 (881) 
Ala 265,8 1,0 264,1 (444) 270,8 (577) 
Gly 237,8 1,1 233,9 (529) 239,9 (669) 
Hinweis zur Einheit: 1 E = 1 Å2 
 
 
Potentielle Brücken von Asparaginsäure und Naphthylalanin Webcode 027
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4.4 Analyse der Cluster der Peptide Cetrorelix und Ozarelix 
4.4.1 Stabilisierung der solvatisierten Peptide 
 
Die Wechselwirkung der Wassermoleküle in einer 4 Å dicken Solvathülle zu den je 1000 
Monomeren der Peptide Cetrorelix und Ozarelix wurde untersucht. Der Vergleich der mittleren 
Gyrationsradien der solvatisierten Peptide (7,8 Å für Cetrorelix; 8,1 Å für Ozarelix) mit denen 
der nicht solvatisierten Ausgangskonformere (8,1 Å für Cetrorelix; 8,4 Å für Ozarelix, vgl. dazu 
Kap. 4.2.1) lässt zunächst erkennen, dass es zu einer leichten Stauchung der Moleküle bei der 
Solvatisierung und Optimierung kommt, um die Oberfläche der hydrophoben Peptide zu ver-
ringern und die Wechselwirkung der Wassermoleküle zueinander zu maximieren. Es ist zu 
beobachten, dass das hydrophobere Ozarelix im solvatisierten Monomer signifikant weniger 
Wasserstoffbrücken zu den einzelnen Wassermolekülen ausbilden kann, als Cetrorelix (Abb. 47).  
 
 
Abb. 47: Verteilung der Wasserstoffbrücken der 1000 Monomercluster von Cetro- und Ozarelix zur 
Solvathülle 
 
 
Dennoch weisen die Wassermoleküle in beiden Peptiden eine ähnliche individuelle Interaktion 
auf. Die Cluster mit der größten Stabilisierung durch die Solvathülle (d. h. kleinsten Hüllstabili-
sierungsenergien) werden in Tab. 20 gegenübergestellt. Die größte Stabilisierung je Wassermo-
lekül zeigt Cluster 764 für Cetrorelix, Cluster 769 für Ozarelix. 
Tab. 20: Hüllstabilisierung je Solvenszahl des Clusters der Cetro- und Ozarelix-Monomere 
Peptid mittlere WW. des 
Wassers in E 
Standard-
abweichung  
minimale Energie 
(Clusternummer) 
maximale Energie 
(Clusternummer) 
Cetrorelix -4,404 0,312 -5,622 (764) -3,576 (499) 
Ozarelix -4,432 0,308 -5,396 (769) -3,420 (672) 
Hinweis zur Einheit: 1 E = 1 Kraftfeldeinheit je Lösungsmittelzahl 
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Die Mittelwerte der zugehörigen Verteilungen sind statistisch unterscheidbar. Das monomere 
Ozarelix zeigt eine geringfügig stärkere Wechselwirkung zur Wasserhülle im Vergleich zum 
Cetrorelix (Abb. 48).  
 
 
Abb. 48: Verteilung der Hüllstabilisierungsenergien der Monomere von Cetro- und Ozarelix 
 
Die Verteilungen der Wechselwirkungen der Wassermoleküle selbst in der Lösungsmittelhülle 
zueinander sind für beide Peptidmonomere mathematisch nicht unterscheidbar (Abb. 49). 
 
 
Abb. 49: Interaktion der Wassermoleküle der Monomere von Cetro- und Ozarelix 
 
Jedoch besitzen die Ozarelix-Monomere demgegenüber eine signifikant größere lösungsmittel-
zugängliche Oberfläche im Vergleich zu Cetrorelix (Abb. 50). Je mehr Moleküle ein Aggregat 
bilden, desto wichtiger wird die Anordnung der Peptide für die Erzielung einer optimalen 
Hüllstabilisierung. So zeigen die solvatisierten Tetramere beider Peptide, dass eine Verringerung 
der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche der Aggregate zu einer größeren Hüllstabilisierung 
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der Strukturen führt. Dabei zeigt sich, dass für Ozarelix ein größerer Bereich für die Oberfläche 
besetzt wird als für Cetrorelix (Abb. 51). Letzteres Peptid wird kompakter gepackt als das Ozare-
lix, wobei die mittlere Stabilisierungsenergie jedoch von vergleichbarer Größe ist (Schwerpunkt 
in Abb. 51). 
 
 
Abb. 50: Verteilung der lösungsmittelzugänglichen Fläche der Monomere von Cetro- und Ozarelix 
 
 
Abb. 51: Hüllstabilisierungsenergie über der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche der je 1000 solvatisierten 
Tetramere des Cetro- und Ozarelix  
 
Die Wechselwirkungen jedes einzelnen Wassermoleküls zum Peptid wurden berechnet und in 
eine Farbskala von rot (starke Stabilisierung) über farblos (keine Stabilisierung) zu blau 
(Destabilisierung) übersetzt (vgl. Kapitel 3.4.8). In Abb. 52 sind die Wechselwirkungen für das 
Ozarelix-Monomer mit der geringsten Stabilisierung je Wassermolekül (Cluster 672) visualisiert.  
Es ist gut zu erkennen, dass keine Stabilisierung der Wassermoleküle im Bereich des hydro-
phoben Naphthylalaninringes erfolgt (Markierung in Abb. 52). Die beste Stabilisierung wird 
erreicht, wenn Wasser direkt mit dem Rückgrat des Peptides interagieren kann. Zusätzlich 
erfolgt eine gute Stabilisierung im Bereich hydrophiler Strukturen für Serin, Citrullin, Arginin 
und für das Chloratom des Chlorphenylalanins.  
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Abb. 52: Stabilisierung des Peptides Ozarelix durch die Wassermoleküle (farblich skaliert in KFE) 
 
 
Interaktion des Wassers mit Cetrorelix, gestrecktes Konformer 
Interaktion des Wassers mit Cetrorelix, kompaktes Molekül 
Interaktion des Wassers mit Ozarelix, gestrecktes Konformer 
Interaktion des Wassers mit Ozarelix, gute Stabilisierung 
Webcode 022
Webcode 023
Webcode 024
Webcode 025
 
Potentielle Wasserstoffbrücken zur Solvathülle für diese Bereiche wurden beispielhaft für den 
solvatisierten Monomerencluster mit der größten Hüllstabilisierungsenergie der Systeme in  
Abb. 53 gekennzeichnet (Cluster 764 des Cetrorelix,EHS/n = -5,6 KFE/nSolvens).  
Neben der Stabilisierung eines solvatisierten Clusters, die durch eine Optimierung der Wechsel-
wirkungen der individuellen Wassermoleküle zu den Peptiden erzielt wird, erfolgt beim Docking 
gleichberechtigt die Optimierung der Wechselwirkungen der einzelnen Peptidmoleküle zuein-
ander. Diese Interaktion wurde bis zu den solvatisierten Tetrameren der Peptide und zusätzlich 
für die nicht solvatisierten Oktamere als Modell für einen hydrophoben, vom Wasser isolierten 
Aggregatkern abgebildet. Für die Wechselwirkung der Solvathülle wurde als Normierungs-
bedingung für die Gesamtinteraktion im Cluster die lösungsmittelzugängliche Oberfläche bzw. 
wegen der kleinen Größe des Wassermoleküls näherungsweise die Anzahl dieser gleichmäßig 
über diese Fläche verteilten Moleküle herangezogen. 
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Abb. 53: Auswahl potentieller Wasserstoffbrücken des Cetrorelix-Clusters 764; A = Hydroxylgruppe des 
Tyrosins; B = Amidrückgrat; C = Seitenkette des Citrullins; D = Seitenkette des Arginins 
 
 
Stabilisierung von Cetrorelix durch potentielle Brücken zur Solvathülle 
Beispiel – Potentielle Brücken von Asparaginsäure und Naphthylalanin 
Webcode 026 
Webcode 027
 
Für kleinere Moleküle im Aggregat kann eine Normierung ihrer Interaktionsenergie über das 
Erfassen ihrer Anzahl erfolgen. Für die Wechselwirkung der größeren Dekapeptide zueinander 
wird als Normierungsbedingung ihre wirksame Interaktionsfläche herangezogen. Die inverse 
Wechselwirkungsfläche der interagierenden Moleküle wird für diese Arbeit als Differenz der 
Oberfläche der einzeln isolierten Moleküle des Clusters und der Oberfläche des kompletten 
Molekülclusters definiert (Abb. 54).  
 
Abb. 54: Berechnung der inversen Wechselwirkungsfläche als „Oberfläche der Einzelmoleküle minus 
Oberfläche des Clusters“ am Beispiel eines Kugelmodells (Flächen jeweils im grünen Gitternetz) 
Vorausgesetzt werden muss, dass die zusammengelagerten Moleküle möglichst dicht gepackt 
vorliegen. Diese Bedingung ist bei der angewendeten EVOCAP-Docking-Prozedur nach Blanco 
[BLANCO 1991] mit der Anpassung und rechentechnischen Umsetzung von Drache [DRACHE 
1999] gewährleistet. Bevor die Interaktion der Aggregate gegenübergestellt wird, soll die aus der 
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Berechnung der inversen Wechselwirkungsfläche abzuleitende Annahme bewiesen werden, dass 
es einen Zusammenhang zwischen der Optimierung der Interaktionsfläche der individuellen 
Peptidmoleküle im Cluster und der lösungsmittelzugänglichen Oberfläche gibt. Es lässt sich 
ablesen, dass beide Peptide etwa die gleiche mittlere Interaktionsfläche besitzen (523 Å2 für 
Cetrorelix, 517 Å2 für Ozarelix), obwohl Ozarelix-Dimere im Mittel eine um etwa 140 Å2 
größere lösungsmittelzugängliche Oberfläche aufweisen. Es ist zu erkennen, dass eine 
Maximierung der Wechselwirkungsfläche mit der Minimierung der lösungsmittelzugänglichen 
Fläche korreliert (Abb. 55). Die geringere Streuung der Werte verdeutlicht weiterhin, dass 
Cetrorelix-Dimere eine kompaktere Interaktion zeigen. 
 
 
Abb. 55: Lösungsmittelzugängliche Oberfläche über der inversen Wechselwirkungsfläche der Peptiddimere  
4.4.2 Wasserstoffbrücken und Clustergröße 
Die Anzahl der inter- und intramolekularen Wasserstoffbrücken von je 1000 solvatisierten 
Peptidclustern des Cetrorelix und Ozarelix mit 1 bis 4 Peptidmolekülen wurde berechnet. Zusätz-
lich wurden Cluster mit 8 Molekülen, jedoch ohne Solvathülle analysiert (Abb. 56). 
Im Modell ist zu erkennen, dass jedes einzelne Cetrorelixmolekül im Cluster mehr 
Wasserstoffbrücken zu anderen Peptiden ausbildet als Ozarelix. Dieses wird besonders deutlich 
im Cluster mit 8 Peptiden, da durch die fehlende Solvathülle die Stabilisierung des Clusters 
allein inter- und intramolekular in den Peptidsträngen erfolgen kann. Die oktameren Cluster 
können als Modell für einen vom Wasser isolierten Aggregatkern verstanden werden.  
Vergleicht man die mittlere Anzahl aller Wasserstoffbrücken im Oktamer (4,6 für Cetrorelix; 4,1 
für Ozarelix, vgl. Abb. 56) so ist abzuleiten, dass Cetrorelix hier eine größere Stabilisierung 
besitzt als Ozarelix. Demgegenüber bildet Ozarelix in den Clustern mehr Wasserstoffbrücken zur 
Solvathülle aus als Cetrorelixcluster gleicher Größe (Abb. 57). Hier ist jedoch zu beachten, dass 
die mittlere Oberfläche von Ozarelixmolekülen (1817,3 Å2, für Monomere) geringfügig größer 
ist als die von Cetrorelixmolekülen (1749,5 Å2, für Monomere). So können im Schnitt auch mehr 
Wassermoleküle angelagert werden (ca. 5 mehr bei Monomeren, 13 bei Tetrameren), die für 
mögliche Wasserstoffbrückenbindungen an der Oberfläche zur Verfügung stehen. 
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Abb. 56: Anzahl der intra- und intermolekularen Wasserstoffbrücken der Peptide in Cetrorelix- und 
Ozarelix-Clustern zunehmender Aggregatgröße (Brücken zur Wasserhülle nicht berücksichtigt) 
 
 
Abb. 57: Anzahl der Wasserstoffbrücken der Solvathülle zu Peptiden in Cetrorelix- und Ozarelix-Clustern 
zunehmender Aggregatgröße 
 
Trägt man die mittlere Anzahl der Brücken für die einzelnen Wassermoleküle der 4 Å starken 
Solvathülle über der Clustergröße auf, so erkennt man, dass Ozarelix auch zu den einzelnen 
Wassermolekülen im Schnitt weniger Brücken ausbildet (Abb. 58). Zu beachten ist hier, dass die 
Dicke der Solvathülle dieses Ergebnis beeinflusst, da äußere Wassermoleküle der Hülle weniger 
Brücken bilden als Moleküle, die direkt an der Oberfläche der Peptide liegen. Da immer eine 
konstante, etwa mono- bis bimolekulare Solvatschicht von 4 Å modelliert wurde, bleiben jedoch 
alle Ergebnisse miteinander vergleichbar. Die Ausbildung von Aggregaten führt zur Ausbildung 
eines hydrophoben Kernes, wobei die hydrophilen Seitenketten zur Wasserhülle ausgerichtet 
werden. Jenes kann beobachtet werden, obwohl durch das statische Docking der Peptide mit 
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anschließender Solvatation und Geometrieoptimierung der Moleküle nur eine geringfügige 
Veränderung der Lage der Strukturen zueinander erreicht werden kann. 
 
Abb. 58: Mittlere Anzahl der Wasserstoffbrücken der Wassermoleküle der 4 Å dicken Solvathülle zu den 
solvatisierten Peptidaggregaten vom Monomer bis zum Tetramer 
 
Die Anzahl der Wasserstoffbrücken der Moleküle der Solvathülle nimmt mit steigender 
Clustergröße zu. Die individuelle Brückenbildungszahl der einzelnen Wassermoleküle der Hülle 
zum Peptidkern steigert sich für beide Peptide von etwa 1/5 bei den Monomeren auf 1/3 bei den 
Tetrameren. Der nahezu parallele Verlauf der Kurven in Abb. 58 beweist die Ähnlichkeit der 
beiden Peptide. Jedoch kann Cetrorelix im Vergleich zu Ozarelix in allen Aggregatstufen mehr 
Brücken zu den Lösungsmittelmolekülen formieren. 
4.4.3 Aminosäurespezifische Wasserstoffbrückenbindungen 
Bisher wurde die Ausbildung von Wasserstoffbrücken global für die gesamten Peptide 
betrachtet. Nun sollen die individuellen Brückenbildungen der einzelnen Aminosäuren der Struk-
turen in den jeweils 1000 Clustern betrachtet werden. Die berechnete Anzahl der Wasser-
stoffbrücken der einzelnen Aminosäuren lassen sich für die sehr ähnlichen Peptide Cetrorelix 
und Ozarelix sehr gut vergleichen. Bei den Seitenketten stehen jeweils sechs Reste zur 
Ausbildung von Brücken zur Verfügung: D-Pal(3), Ser, Tyr/N-Me-Tyr, D-Cit/HCit, Arg und das 
D-p-Cl-Phe für eine zusätzlich berücksichtigte elektrostatische Stabilisierung. Die Rückgrate 
beider Peptide sind ebenfalls vergleichbar, wobei bei Ozarelix durch die N-Methylierung des 
Tyrosins eine mögliche Position für die Stabilisierung verloren geht. In Abb. 59 ist das 
spezifische Wasserstoffbrückenbindungsmuster der solvatisierten Dimere des Cetrorelix und des 
Ozarelix und der entsprechenden Oktamere ohne Lösungsmittelhülle gegenübergestellt. Die 
Muster beider Peptide sind sehr ähnlich. Jedoch ist zu erkennen, dass Ozarelix für die meisten 
Gruppen weniger Wasserstoffbrücken zur Stabilisierung während des ersten Schrittes einer 
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Aggregation – der Erzeugung von Dimeren – ausbildet. Markant ist der Abfall der Stabilisierung 
durch Wasserstoffbrücken im Ozarelix am methylierten Rückgrat des Tyrosins. Interessant ist, 
dass das dem N-Methyltyrosin direkt benachbarte Serin des Ozarelix im Rückgrat und in seiner 
Seitenkette mehr Brücken im dimeren Aggregat im Vergleich zu der gleichen Aminosäure des 
Cetrorelix ausbildet. 
 
Abb. 59: Stabilisierung der Di- und Oktamere des Cetro- und Ozarelix durch Wasserstoffbrücken zwischen 
den Peptidstrukturen der erzeugten Aggregatkerne 
In den nicht solvatisierten Oktameren gibt es keine Konkurrenz zwischen der Ausbildung von 
Brücken zur Solvathülle und zu den Peptiden selbst. Diese berechneten Strukturen dienen als 
Modell für hydrophobe vom Wasser komplett abgeschirmte Aggregatkerne. Für die Oktamere 
gleichen sich die Wasserstoffbrückenmuster beider Peptide sehr stark. Die Verringerung der 
Anzahl der Wasserstoffbrücken am N-Methyltyrosin des Ozarelix ist deutlich zu erkennen. Die 
Stabilisierung am Chlorphenylalanin gewinnt für beide Peptide an Einfluss. 
Dimere (solvatisiert): 
 
      „Modell für kleinstes  
        initiales Aggregat“ 
Oktamere (nicht solvatisiert): 
 
      „Modell für große hydro- 
       phobe Aggregatkerne“ 
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Abb. 60: Stabilisierung der Di und Tetramere des Cetro- und Ozarelix durch Wasserstoffbrücken zur 
modellierten Solvathülle  
 
Nachdem die Brückenbildung der Peptide zueinander betrachtet wurde, soll nun berechnet 
werden, wie sich zusammengelagerte Strukturen durch Wasserstoffbrücken zur umgebenden 
Wasserhülle stabilisieren. Bei Betrachtung der Stabilisierung der Dimere zu der 4 Å dicken 
Wasserhülle durch H-Brücken (Abb. 60, oben) ist zu erkennen, dass hier die Modifikation durch 
N-Methylierung am Tyrosin des Ozarelix nur einen geringen Effekt auf die Wechselwirkung 
besitzt. So ist im Vergleich zu Cetrorelix nur ein geringer Abfall der mittleren Anzahl stabili-
sierender Wasserstoffbrücken für das Rückgrat des N-Methyltyrosins und die benachbarten Ami-
nosäuregruppen zu beobachten. Des Weiteren sind die Stabilisierungsmuster für die Wasserhülle 
von Cetro- und Ozarelix sowohl für die Dimere als auch die Tetramere der Peptide (Abb. 60, 
unten) nahezu identisch. Die Zusammenfassung der Ergebnisse für die Brückenwechselwir-
kungen der Peptide zueinander und zur umgebenden Wasserhülle beweisen, dass die N-Methy-
 
Dimere, solvatisiert  
mit einer 4 Å dicken  
Wasserhülle 
 
Tetramere, solvatisiert 
mit einer 4 Å dicken 
Wasserhülle 
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lierung im Rückgrat des Ozarelix zu einer Verringerung der Wechselwirkungen zwischen den 
Peptiden im Aggregat im Vergleich zum Cetrorelix-Peptid führt, wobei sich die Interaktion zur 
umgebenden Wasserhülle fast unverändert für beide Peptide darstellt. 
 
4.4.4 Hydrophobe Stabilisierung von aliphatischen und aromatischen Modellsystemen 
 
Alle berechneten Cluster sind optimiert für die coulombschen und Van-der-Waals-Anteile an der 
Gesamtenergie. Für die Assoziation der Wassermoleküle spielt die coulombsche Stabilisierung 
die dominierende Rolle. Die Ausrichtung der hydrophilen Gruppen zum Lösungsmittel und die 
Orientierung der hydrophoben Gruppen ins Innere einer Struktur unter Minimierung der 
Wechselwirkung dieser Gruppen zur Wasserhülle, als Wesen des hydrophoben Effektes [KYTE 
2007], lässt sich in der (statischen) Kraftfeldmodellierung nur beschränkt erfassen.  
Die Suche nach Strukturen mit sehr guten vdW-Interaktionen ermöglicht jedoch eine Detektion 
von solchen vorgeformten hydrophoben Kernstrukturen. Es stellt sich die Frage, inwieweit 
dieses Modell zur Analyse von hydrophoben Bereichen geeignet ist. Zur Abbildung eines hydro-
phoben Effektes für aggregierende unpolare Bereiche wird von Grimme et al. als erster Schritt 
die Maximierung der Van-der-Waals-Kontakte als Parameter für diesen Prozess vorgeschlagen 
[GRIMME 2008b, GRIMME 2008a, GRIMME et al. 2007].  
Ausgehend von den Berechnungen von Grimme et al. wurden Dimere des Benzens, 
Naphthalens, Anthracens und Tetracens in der MSIM-Umgebung ladungsäquilibriert und 
optimiert (vgl. Kap. 3.2.5). Vergleichend dazu wurden die gesättigten linearen Ringsysteme der 
gleichen Prozedur unterzogen. Grundlage für die Positionierung der Ausgangsstrukturen waren 
quantenchemisch optimierte Dimere der Moleküle [GRIMME 2008a]. Im Anhang der Veröffent-
lichung wurden für das resultierende Dimer des Naphthalens irrtümlich die Koordinaten vor der 
quantenchemischen Optimierung abgedruckt. Jedoch konnte nach Rücksprache mit dem Autor 
Prof. Grimme freundlicherweise eine korrigierte Datei als Ausgangsstruktur erhalten und ver-
wendet werden (korrigierte Atom-Koordinaten, siehe Anhang 10.4).  
Nach der Optimierung in MSIM wurde die räumliche Lage der Dimere analysiert. Zum besseren 
visuellen Vergleich wurde das erste Molekül der Dimere jeweils in die X-Y-Ebene projiziert und 
die Waben der Ringe entlang der y-Achse ausgerichtet (Abb. 61). Des Weiteren wurden die 
entsprechenden Van-der-Waals-Interaktionsenergien und die mittleren Abstände der optimierten 
Dimere bestimmt. Es ist zu erkennen, dass die mittleren Abstände der Aromaten-Dimere mit 
zunehmender Ringzahl abnehmen und diese Moleküle eine stärkere vdW-Stabilisierung erfahren 
als die zugehörigen gesättigten Strukturen. Demgegenüber bleiben deren Abstände nach der 
Optimierung auch mit zunehmender Ringzahl nahezu konstant (Tab. 21). 
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Abb. 61: MSIM-optimierte lineare Aromaten (oben) und gesättigte Analoga angeordnet in Dimeren 
 
 
Optimierte Dimere des Benzens, Naphthalens, Anthracens und Tetracens 
Optimierte Dimere der zugehörigen aliphatischen Analoga 
Webcode 090 
Webcode 091 
Tab. 21: Abstände und vdW-Energien der Aromaten und der aliphatischen Analoga der MSIM-Berechnung 
Aromaten-  
Dimer 
Abstand 
in Å 
vdW-Interaktion 
in KFE 
Aliphaten- 
Dimer 
Abstand 
in Å 
vdW-Interaktion 
in KFE 
Benzen 3,80 -2,51 Cyclohexan 4,76 -1,85 
Naphthalen 3,78 -5,18 Decahydro-naphthalen 4,76 -3,61 
Anthracen 3,77 -7,93 Tetradecahydro-anthracen 4,76 -5,41 
Tetracen 3,77 -10,73 Octadecahydro-tetracen 4,75 -7,22 
 
4.4.5 Der hydrophobe Effekt der aromatischen Seitenketten der Peptide Cetrorelix, 
Ozarelix und D-Phe6-GnRH 
Die in Kap. 4.4.4 durchgeführten Berechnungen in der MSIM-Umgebung im Vergleich zu 
quantenchemischen Untersuchungen [GRIMME 2008a] bestätigen den Ansatz, den hydrophoben 
Effekt aromatischer Gruppen durch deren vdW-Interaktion abzubilden. Die Auswertung dieser 
Wechselwirkungen soll nun zunächst auf die Dekapeptide Cetrorelix und Ozarelix übertragen 
werden. Die auf die Interaktionsfläche normierten Verteilungen der Van-der-Waals-Interaktions-
energien der Peptide sind für die solvatisierten Dimere, Tetramere und Oktamere statistisch nicht 
voneinander unterscheidbar (Abb. 62 und Anhang 10.9). Im Kraftfeld erfolgte daher die Analyse 
der Van-der-Waals-Wechselwirkungsenergien für die definierten Gruppen (vgl. Kap. 3.4.6) der 
dimeren Cluster von Cetrorelix bzw. Ozarelix mit der besonderen Beachtung der hydrophoben 
und aromatischen Seitenketten der Moleküle. 
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Abb. 62: Verteilung der normierten vdW-Interaktionsenergien der solvatisierten Dimere des Cetrorelix und 
Ozarelix (Hinweis zur Einheit:  1 E = 1 KFE/A2) 
Der jeweilige Peptidstrang wird für die Analyse pragmatisch in die spezifischen Atome der 
zugehörigen Seiten- und Rückgratketten zerlegt. Alle vdW-Interaktionen zwischen jeweils zwei 
der Gruppen werden berechnet und gespeichert. Anschließend können die erhaltenen Werte nach 
abnehmender Interaktion sortiert werden. Besonders die Gruppen mit der größten Interaktion 
(den kleinsten Interaktionsenergien) erscheinen interessant für die Erstellung eines Interaktions-
profiles. So werden in Abb. 63 die 20 Gruppenwechselwirkungen mit den größten Wechselwir-
kungen (d. h. kleinsten vdW-Energien) für beide Peptide aufgetragen. Für jede Gruppenkombi-
nation wurde hierfür derjenige Cluster mit der minimalen Energie (d. h. der maximalen Interak-
tion) aus allen Clustern extrahiert. 
 
 
 
Abb. 63: vdW-Interaktionsprofil der wechselwirkenden Gruppenpaare in Cetro- und Ozarelix-Dimeren für 
die 20 kleinsten vdW-Interaktionsenergien der Moleküle  
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D51
E51 
F51 
Im so generierten Wechselwirkungsprofil für die Peptide ist zu erkennen, dass besonders die 
hydrophoben Aminosäureseitenketten des Naphthylalanins, Chlorphenylalanins, Pyridylalanins 
und Tyrosins bzw. N-Methyltyrosins einen hydrophoben Effekt zeigen. Zusätzlich liefern die ali-
phatischen Seitenketten des Arginins und Citrullins bzw. Homocitrullins günstige Van-der-
Waals-Wechselwirkungen. 
Die Gruppen mit der minimalen Energie könnten der Startpunkt für eine Assoziation sein. 
Interessant erscheint, dass die in 1000 Clustern zu detektierende minimale Energie zweier inter-
agierender Naphthylalaningruppen im Cetrorelix-Dimer (-5,6 KFE) deutlich niedriger liegt, als 
für Ozarelix (-4,7 KFE). Die Wechselwirkung der am N-Terminus dominierenden aromatischen 
Aminosäuren wurde für die Paare des Naphthylalanins, des Chlorphenylalanins und des Tyrosins 
(respektive N-Methyltyrosins) anhand der zugehörigen Strukturen visualisiert (Abb. 64). 
 
Abb. 64: Aromatische hydrophobe Paare des Nal (oben), Cl-Phe (Mitte) und Tyr bzw. N-Me-Tyr (unten) von 
Dimeren des Cetrorelix (links) und Ozarelix (rechts) mit den günstigsten Interaktionsenergien 
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Hydrophobe Paare des Nal im Cetrorelix-Dimer 
Hydrophobe Paare des Nal im Ozarelix-Dimer 
Hydrophobe Paare des Cl-Phe im Cetrorelix-Dimer  
Hydrophobe Paare des Cl-Phe im Ozarelix-Dimer 
Hydrophobe Paare des Tyr im Cetrorelix-Dimer 
Hydrophobe Paare des N-Me-Tyr im Ozarelix-Dimer 
Webcode A51
Webcode B51
Webcode C51
Webcode D51
Webcode E51
Webcode F51
 
Zusätzlich wurde das vdW-Wechselwirkungsprofil für das nicht zur Aggregation neigende 
Peptid D-Phe6-GnRH, ein Analogon des Gonadotropin-Releasing-Hormons, mit Cetrorelix ver-
glichen (Abb. 65). Durch die vorgeschlagene Prozedur zur Berechnung und Auswertung lassen 
sich auch für weitere beliebige Peptide und deren Aggregate vdW-Interaktionsprofile erstellen 
und für strukturell verwandte Peptide vergleichen. 
In der Darstellung zeigt sich, dass dieses Peptid eine geringere vdW-Stabilisierung erfährt als 
Cetrorelix, obwohl auch hier mehrere sehr hydrophobe Gruppen (z. B. Trp, D-Phe, Tyr, Leu) 
vorhanden sind. Die Van-der-Waals-Energie zur Wechselwirkung zweier Gruppen korreliert mit 
der zur Verfügung stehenden Oberfläche. Daher wurde die Van-der-Waals-Energie zusätzlich 
auf die Anzahl der wechselwirkenden Atome in beiden Gruppen normiert.  
 
 
 
Abb. 65: vdW-Interaktionsprofil der Cetrorelix- und D-Phe6-GnRH-Dimere für die 20 kleinsten vdW-
Energien der Gruppenpaare  
In Abb. 66 wurden zur Verdeutlichung die attraktiven vdW-Interaktionen der einzelnen Atome 
der Kraftfeldmodellierung in den Molekülen rot eingefärbt. Für die Cetrorelix-Dimere zeigt die 
Wechselwirkung zwischen zwei Naphthylalaningruppen weiterhin die minimale Energie (Abb. 
66, links). Bei Ozarelix verschiebt sich der Trend zugunsten der Wechselwirkung zweier Chlor-
phenylalaningruppen (Abb. 66, rechts).  
 
Cetrorelix, vdW-Wechselwirkungen zwischen Nal und Nal  
Ozarelix, vdW-Wechselwirkungen zwischen Nal und Nal   
Ozarelix, vdW-Wechselwirkungen zwischen Nal, Cl-Phe und Cl-Phe 
Webcode 051
Webcode 052 
Webcode 053 
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Abb. 66: Stabilisierende vdW-Wechselwirkungen von D-Nal bzw. D-p-Cl-Phe im Cetrorelix-/Ozarelix-
Dimer, rot: stabilisierende Wechselwirkungen der Atome, blau: Abstoßung durch vdW-Überlappung 
 
Durch die Betrachtung der stabilisierenden Gruppen in den Profilen der Peptide bestätigt sich die 
große Ähnlichkeit von Cetrorelix und Ozarelix. Dennoch lassen sich beide Peptide in den Inter-
aktionsprofilen eindeutig unterscheiden. Die größere Hydrophobizität von Ozarelix gegenüber 
Cetrorelix [LANG 2005] als makroskopische Eigenschaft lässt sich in dem Fakt abbilden, dass die 
absoluten Wechselwirkungsenergien der Ozarelix-Aggregate kleiner sind, als die vergleichbarer 
Cluster des Cetrorelix. Sind die mittleren Energien der Dimere noch statistisch gleich, zeigt sich 
vom Trimer bis zum Oktamer eine etwas stärkere Stabilisierung der Ozarelix-Peptide (Abb. 67). 
  
 
 
Abb. 67: Vergleich der absoluten mittleren Interaktionsenergie von Cetro- und Ozarelix in Abhängigkeit 
von der Aggregatgröße 
Die Beobachtung geht einher mit dem Wissen, dass Ozarelix ausgehend von seiner Primärstruk-
tur das leicht hydrophobere Peptid ist (vgl. Kap. 4.4.6: Abb. 70; Kap. 5.1.4: Abb. 153). Dieses 
kann auch experimentell, z. B. über die längere Retentionszeit des Ozarelix bei der Umkehrpha-
senchromatographie, beobachtet werden [LANG 2005]. Cetrorelix zeigt jedoch in Lösung die 
größere Neigung zur Aggregation und lagert sich schon bei geringeren Molekülkonzentrationen 
zusammen (vgl. Kap. 4.1.1). Im Einklang dazu zeigt das Wechselwirkungsprofil größere 
individuelle Interaktionen für das hydrophobe Paar der Aminosäureseitenketten des 
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Naphthylalanins im Vergleich zum Ozarelix an (Abb. 63). Die Formation der Wechselwirkung 
wird als initiale Voraussetzung für eine nachfolgende Aggregation/Assoziation der Peptidketten 
angesehen. Aus solchen Dimerstrukturen entstehen schließlich größere Aggregatsysteme. Auch 
für Ozarelix lassen sich Dimere mit hydrophober N-terminaler Interaktion nachweisen.  
Für die solvatisierten Tetramere der Peptide lässt sich die Ausbildung von hydrophoben Kern-
bereichen detektieren. In Abb. 68 ist zu erkennen, dass die Stapel der Naphthylalaninseitenketten 
zugänglich für weitere hydrophobe Gruppen sind. Es wurden die zwei Cluster mit maximaler 
Wechselwirkung der Naphthylalaninketten allein und zusätzlich die zwei Cluster bei Berücksich-
tigung der Interaktion der Chlorphenylalaninketten extrahiert.  
 
Abb. 68: Ausbildung eines hydrophoben Kerns (orange) in solvatisierten Tetrameren, oben: Cetro-/Ozarelix 
mit maximaler Wechselwirkung für D-Nal und D-p-Cl-Phe, unten: Wechselwirkung nur für D-Nal  
 
 
Cetrorelix-Tetramer, hydrophober Nal-Kern  
Cetrorelix-Tetramer, hydrophober Nal-Cl-Phe-Kern 
Ozarelix-Tetramer, hydrophober Nal-Kern 
Ozarelix-Tetramer, hydrophober Nal-Cl-Phe-Kern 
Webcode 033 
Webcode 034 
Webcode 035 
Webcode 036 
 
Die Oktamere der Peptide ohne Solvathülle werden auch hier als geeignetes Modell für einen 
hydrophoben Kern eines größeren Aggregates betrachtet. Die Extraktion derjenigen Cluster mit 
der maximalen Van-der-Waals-Wechselwirkung der Naphthyl- und Chlorphenylalaninreste 
bestätigt anschaulich die Ausbildung eines hydrophoben Aggregatkerns durch die ersten beiden 
N-terminalen Aminosäuren der Peptide (Abb. 69 oben). Werden nur die Wechselwirkungen der 
Naphthylalaninreste analysiert, erhält man zwei neue Aggregatcluster für die Oktamere der 
Peptide (Abb. 69 unten). Interessant erscheint, dass die Ausbildung von hydrophoben Kernen im 
Vergleich zum Cetrorelix bei Ozarelix weniger ausgeprägt erfolgt. Beim Cetrorelix liegen im 
Zentrum insgesamt sieben zusammengelagerte Naphthylalaninresten vor (Abb. 69 unten links). 
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Demgegenüber bilden sich beim Ozarelix bevorzugt planparallel angeordnete dimere Naphthyl-
Naphthyl-Wechselwirkungen aus (Abb. 69 unten rechts).  
 
Abb. 69: Ausbildung eines hydrophoben Kerns (orange) in Oktameren des Cetrorelix (links) und Ozarelix 
(rechts); oben: Cluster maximaler Interaktion für D-Nal und D-p-Cl-Phe; unten: nur für D-Nal  
 
 
Cetrorelix-Oktamer, hydrophober Nal-Kern  
Cetrorelix-Oktamer, hydrophober Nal-Cl-Phe-Kern 
Ozarelix-Oktamer, hydrophober Nal-Kern 
Ozarelix-Oktamer, hydrophober Nal-Cl-Phe-Kern 
Webcode 037 
Webcode 038 
Webcode 039 
Webcode 040 
Es wird angenommen, dass die Ausbildung von Stapeln aus Naphthylalaninseitenketten der ini-
tiale Schritt zur Formierung von kleinen Aggregaten darstellt. Daher wurden auch in den solvati-
sierten Clustern die entsprechenden Tetramere mit den minimalen Interaktionsenergien allein für 
diese hydrophobe Seitenkette extrahiert. Sowohl für die Oktamere als auch Tetramere ist die 
Ausbildung von Stapeln aus Naphthylalaninseitenketten deutlich zu erkennen (Abb. 68,  
Abb. 69). Die Mittelwerte der summierten Van-der-Waals-Wechselwirkungen für die Naphthyl-
alanin- und Chlorphenylalaninseitenketten wurden für die je 1000 Tetramere und Oktamere der 
zwei Peptide berechnet. Im Vergleich dieser Werte ergibt sich eine geringere mittlere Anfangs-
stabilisierung für Ozarelix bei der Ausbildung von hydrophoben Kernen (Tab. 22).  
Tab. 22: Anfangsstabilisierung durch D-Nal und D-p-Cl-Phe in Cetrorelix- und Ozarelix-Clustern 
Peptid Mittlere vdW-
Energie, Tetramer 
nur D-Nal 
Mittlere vdW-
Energie, Oktamer 
nur D-Nal 
Mittlere vdW-Energie, 
Tetramer 
D-Nal+D-p-Cl-Phe 
Mittlere vdW-Energie, 
Oktamer 
D-Nal+D-p-Cl-Phe 
Cetrorelix -0,54 KFE -2,43 KFE -2,19 KFE -8,64 KFE 
Ozarelix -0,50 KFE -2,40 KFE -2,07 KFE -8,23 KFE 
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Dieses steht in Kontrast zur bereits berechneten absoluten Gesamtstabilisierung für formierte 
Cluster (vgl. Abb. 67). Die stärkere Stabilisierung der hydrophoben Initialkerne des Cetrorelix 
könnte ein Grund für die geringere kritische Aggregationskonzentration (vgl. Kap. 4.1.1 und 
5.1.1) dieses Peptides im Vergleich zu Ozarelix sein, obwohl Ozarelix hydrophobere Eigenschaf-
ten im Gesamtmolekül besitzt. 
4.4.6 Verteilungskoeffizienten und Abschätzung der Hydropathie der Peptide  
Die Hydropathie von Peptiden kann durch die Auswertung von bekannten Verteilungskoeffizien-
ten für bestimmte Atome und deren funktionellen Gruppen abgeschätzt werden. Es erfolgte die 
Analyse der hydrophoben bzw. hydrophilen Eigenschaften der einzelnen Strukturfragmente in 
Cetrorelix und Ozarelix. Dabei wurden die logarithmierten Koeffizienten für die einzelnen Be-
reiche der Peptide mit den Parametern der Fragmente nach Klopman et al. [KLOPMAN et al. 
1994], Viswanadhan et al. [VISWANADHAN et al. 1989] und aus der PhysProp Datenbank 
[BLOCH 1995, SRC 2011] analysiert (vgl. Kap. 3.4.10). Zur Bestimmung der jeweiligen Hydro-
pathie der Atome erfolgt die gleichwertige Wichtung der berechneten Verteilungskoeffizienten 
der Datenbanken. Das Programm-Paket Marvin [CHEMAXON 2011] unterstützt die Darstellung 
der Moleküle und deren Atome unter Bezeichnung der zugehörigen Koeffizienten (Abb. 70). 
 
 
 
Abb. 70: Hydropathie des Cetro- und Ozarelix, ausgedrückt als theoretische Verteilungskoeffizienten der 
einzelnen Atome der Peptide, Extraktion aus Marvinsketch [CHEMAXON 2011]  
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4.4.7 Detektion von Sekundärstrukturen und Clusterstabilisierung  
 
Durch die Analyse der Oktamercluster des Cetrorelix und Ozarelix nach Berechnung der charak-
teristischen Winkel und die Integration des DSSP-Algorithmus [KABSCH & SANDER 1983] für 
das Peptidrückgrat konnten Sekundärstrukturen für die Moleküle bestimmt werden. Dafür war es 
notwendig, das Peptidrückgrat in eine für das DSSP-Programm lesbare pdb-Datei zu überführen 
(sel_Winkel_DSSP_cl.tcl, vgl. Kap. 3.2.4). Diese Methode eignet sich zur Detektion von 
Sekundärstrukturen innerhalb eines Peptidstranges. Zur Berechnung einer Sekundärstruktur aus 
den φ- und ψ-Winkeln der Ketten wurde eine Methode nach Lang genutzt, die den detektierten 
Torsionswinkeln der Aminosäuren gemäß den Vorgaben des Ramachandran-Plots [VOET & 
VOET 1996] den Elementen Helix, Faltblatt und Zufallsknäuel zuordnet [LANG 2005]. Das Skript 
(sel_Winkel_DSSP_cl.tcl) wurde für die Auswertung der D-Aminosäuren in Peptiden 
erweitert, so dass auch hier die korrekten bevorzugten Winkelkombinationen detektierbar 
werden (vgl. Abb. 21 in Kap. 3.4.6). Die erweiterte Winkelkontrolle ermöglichte die Extraktion 
von Aggregaten mit einer großen Anzahl von Faltblattstrukturen im Cluster. Abb. 71 zeigt die 
Abhängigkeit der maximalen Van-der-Waals-Stabilisierung (kleinste Interaktionsenergie) der 
Oktamere in Abhängigkeit vom detektierten Faltblattanteil in den Aggregaten der Oktamere. Die 
aufgetragene Energie wird dabei als Maß für die Optimierung der Assoziation der Moleküle 
betrachtet. Es ist zu erkennen, dass die energetische Stabilisierung mit steigendem Faltblattanteil 
tendenziell zunimmt. Für Cetrorelix erreicht die Stabilisierung ihr Maximum bei 63 %, für Oza-
relix bei 79 %. Die beiden zugehörigen Aggregatstrukturen sind in Abb. 72 dargestellt. Die stabi-
lisierenden Cluster des Naphthylalanins sind auch hier deutlich zu erkennen.  
 
 
 
 
Abb. 71: Entwicklung der absoluten Stabilisierung (der minimalen vdW-Interaktionsenergie) von Okta-
meren des Cetrorelix und Ozarelix in Abhängigkeit vom detektierbaren Faltblattanteil im Aggregat 
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Abb. 72: Sekundärstrukturen (DSSP-Algorithmus [KABSCH & SANDER 1983]) von Cetrorelix- (links) und 
Ozarelixoktameren (rechts) mit detektierten Naphthylalaninclustern 
 
 
Potentielle Sekundärstruktur für ein Cetrorelix-Oktamer   
Potentielle Sekundärstruktur für ein Ozarelix-Oktamer 
Webcode 041 
Webcode 042
 
4.4.8 Analyse Wasserstoffbrückenbindungen der Seitenkette des Tyrosins 
Die Bedeutung des Tyrosins für eine Aggregation der Peptide Cetrorelix und Ozarelix wurde 
bereits fluoreszenzspektroskopisch untersucht (vgl. Kap. 4.1.1 und 4.1.3). Diese Aminosäure 
befindet sich bei Cetro- und Ozarelix genau im Zentrum des Peptidstranges an Position 5. Die 
Veränderung der Bandenstruktur der intrinsischen Fluoreszenz beider Peptide wurde durch die 
Ausbildung von wasserstoffbrückengebundenen Tyrosinspezies erklärt [LANG 2005, SCHNEIDER 
et al. 2010]. Die spezifischen Wasserstoffbrücken, die Tyrosin zu den zur Verfügung stehenden 
Gruppen bilden kann, wurden in diesem Kontext für modellierte Oktamere der Peptide 
analysiert. Die phenolische Hydroxylgruppe des Tyrosins kann hierbei sowohl als Wasserstoff-
donor als auch als Akzeptor fungieren (vgl. Kap. 1.3.2, Abb. 4). Für Cetrorelix ist zu erkennen, 
dass besonders die Seitenketten des Citrullins und des Arginins zu einer intermolekularen Stabi-
lisierung der Cluster beitragen (Abb. 73). Für Ozarelix bleibt dieser Trend erhalten, doch ist er-
sichtlich, dass das entsprechende Homocitrullin des Ozarelix im Vergleich zum Citrullin des 
Cetrorelix an gleicher Position weniger Wasserstoffbrücken ausbildet (Abb. 74).  
Für beide Peptide ist deutlich erkennbar, dass die direkt dem Tyrosin bzw. N-Methyltyrosin 
benachbarten Aminosäuregruppen nicht zur intramolekularen Ausbildung von Wasserstoff-
brücken zur Verfügung stehen. Dieser Ausschlussbereich beginnt der Sequenz der Peptide fol-
gend beim Rückgrat des Serins und endet beim Rückgrat des Citrullins bzw. Homocitrullins. Die 
flankierenden Seitenketten des Pyridylalanins, des Citrullins und Homocitrullins stehen sowohl 
zur intra- als auch intermolekularen Stabilisierung zur Verfügung. Für diese Aminosäuren ist 
eine Stabilisierung ihrer Seitenketten durch intra- bzw. intermolekulare Wasserstoffbrücken etwa 
gleich groß. Interessant ist, dass die terminalen Aminosäuren Naphthylalanin und Cl-Phenylala-
nin N-terminal und Alanin C-terminal in ihrem Rückgrat eine erhöhte Ausbildung von Was-
serstoffbrücken zum Tyrosin zeigen.  
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Abb. 73: Wasserstoffbrücken des Tyrosins zu den Aminosäuren in Oktameren des Cetrorelix 
 
 
 
 
Abb. 74: Wasserstoffbrücken des Tyrosins zu den Aminosäuren in Oktameren des Ozarelix 
 
Aus den jeweils 1000 Clustern der Peptide wurden die Aggregate herausgefiltert, welche die 
größte Anzahl an potentiellen intermolekularen Wasserstoffbrücken zur Seitenkette des Tyrosins 
ausgebildet haben. Für Cetrorelix werden zwei Cluster mit jeweils neun intermolekularen Was-
serstoffbrücken des Tyrosins präsentiert. Für Ozarelix wird ein Cluster mit acht und ein Cluster 
mit sieben Brücken detektiert. Tab. 23 stellt die individuellen Wasserstoffbrücken der vier 
extrahierten Cluster dar. 
 
 
3D-Strukturen: Cetrorelix-Oktamer, 9 potentielle intermolekulare Brücken 
  Cetrorelix-Oktamer, 9 potentielle intermolekulare Brücken 
  Ozarelix-Oktamer, 8 potentielle intermolekulare Brücken 
  Ozarelix-Oktamer, 7 potentielle intermolekulare Brücken 
Webcode 086 
Webcode 087 
Webcode 088 
Webcode 089 
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Tab. 23: Wasserstoffbrücken des Tyrosins in Oktameren von Cetrorelix und Ozarelix 
Molekül Cluster: cetrosolvopt75: Wasserstoffbrücken zur Tyrosinseitenkette des Moleküls 
Mol. 1, Tyr SC Mol. 3, Arg SC 
Mol. 2, Tyr SC Mol. 1, Ser SC / Mol. 4, Arg SC / Mol. 4, D-Cit SC 
Mol. 3, Tyr SC Mol. 6, p-Cl-D-Phe BB(NH) 
Mol. 4, Tyr SC Mol. 1, D-Cit SC / Mol. 1, D-Cit SC 
Mol. 5, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 6, Tyr SC (Mol. 6, D-Cit SC) / (Mol. 6, D-Cit SC) (2x intramolekular) 
Mol. 7, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 8, Tyr SC Mol. 7, D-Cit SC / Mol. 7, D-Cit SC 
 
Molekül Cluster: cetrosolvopt852: Wasserstoffbrücken zur Tyrosinseitenkette des Moleküls 
Mol. 1, Tyr SC Mol. 5, D-Cit BB(NH) 
Mol. 2, Tyr SC Mol. 8, Ser BB(CO) 
Mol. 3, Tyr SC Mol. 6, Leu BB(CO) 
Mol. 4, Tyr SC Mol. 5, D-Cit SC / Mol. 5, D-Cit SC / Mol. 5, Tyr SC 
Mol. 5, Tyr SC (Mol. 4, Tyr SC) / (Mol. 5, D-Cit SC) (1x doppelt erfasst, vgl. Mol 4; 1x intramolekular) 
Mol. 6, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 7, Tyr SC Mol 3, Tyr BB(CO) / Mol. 3, D-Cit SC 
Mol. 8, Tyr SC Mol. 1 Leu BB(CO) 
 
Molekül Cluster: ozasolvopt242: Wasserstoffbrücken zur Tyrosinseitenkette des Moleküls 
Mol. 1, Tyr SC Mol. 7, p-Cl-D-Phe BB(NH) / Mol. 7 D-Ala BB(CO) 
Mol. 2, Tyr SC Mol. 2, p-Cl-D-Phe BB(CO) 
Mol. 3, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 4, Tyr SC Mol. 7, D-HCit SC / Mol. 7, D-HCit SC 
Mol. 5, Tyr SC Mol. 4, p-Cl-D-Phe BB(NH) 
Mol. 6, Tyr SC Mol. 1, D-HCit BB(CO), Mol. 1, D-HCit BB(NH)   
Mol. 7, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 8, Tyr SC Mol. 2 NH2-Amid 
 
Molekül Cluster: ozasolvopt349: Wasserstoffbrücken zur Tyrosinseitenkette des Moleküls 
Mol. 1, Tyr SC Mol. 3, Arg BB(NH) / Mol. 3 D-HCit BB(CO) 
Mol. 2, Tyr SC Mol. 2, p-Cl-D-Phe BB(CO) 
Mol. 3, Tyr SC Mol. 5, D-Pal BB(NH) 
Mol. 4, Tyr SC Mol. 2, Pro BB(CO) 
Mol. 5, Tyr SC Mol. 7, D-HCit SC 
Mol. 6, Tyr SC Mol. 8, Tyr SC   
Mol. 7, Tyr SC keine Wasserstoffbrücken 
Mol. 8, Tyr SC Mol. 6, Tyr SC / Mol. 1, D-Ala BB(CO) 
BB … Rückgratkette (Backbone), SC … Seitenkette (Sidechain)  
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4.5 Analyse von aggregierenden amyloidartigen Modellstrukturen von Peptiden 
4.5.1 Wasserstoffbrücken und vdW-Stabilisierung der vom Insel-Amyloid-Polypeptid 
abgeleiteten Peptide NAGAIL und NFGAIL 
Die Verteilungen der Wasserstoffbrücken von je 1000 solvatisierten Clustern der beiden Peptid-
monomere NAGAIL und NFGAIL (vgl. Kap. 1.4.3) ist in Abb. 75 dargestellt.  
 
 
 
 
Abb. 75: Verteilung der Wasserstoffbrücken von NAGAIL und NFGAIL zu den Molekülen der Solvathülle 
 
 
Die Phenylalanin tragende Struktur neigt zur Aggregation [TENIDIS et al. 2000]. Es ist deutlich 
zu erkennen, dass eine geringere Stabilisierung für das NFGAIL-Peptid durch umgebende Sol-
vensmoleküle erreicht wird als für NAGAIL. Die Van-der-Waals-Wechselwirkungsprofile der 
20 Gruppenkombinationen der Peptiddimere (vgl. Kap. 3.4.6) mit den minimalen Energien der 
Interaktion wurden berechnet (Abb. 76).  
 
 
 
 
Abb. 76: Die 20 kleinsten vdW-Energien interagierender Gruppen in NAGAIL- und NFGAIL-Dimeren 
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Die Kraftfeldenergien für die Phenylalanin- bzw. Alaninreste an Position 2 der solvatisierten 
Tetramere mit der größten Van-der-Waals-Stabilisierung betragen -4,19 KFE (NFGAIL) bzw. 
-0,56 KFE (NAGAIL) (Abb. 77). 
 
 
Abb. 77: Potentielle hydrophobe Kerne aus Ala/Phe in solvatisierten NAGAIL- und NFGAIL-Tetrameren 
mit der größten vdW-Stabilisierung der interagierenden hydrophoben Gruppen (orange) 
 
 
NFGAIL, Tetramer mit Phenylalanintripel  
NAGAIL, Tetramer mit Alanintripel 
Webcode 054
Webcode 055
 
4.5.2 Stabilisierung der vom Calcitonin abgeleiteten Peptide DANKA und DFNKF 
 
Auch für diese beiden Moleküle (vgl. Kap. 1.4.3) ist zu erkennen, dass sich für das Phenylalanin 
enthaltende Peptid eine größere Van-der-Waals-Stabilisierung im intermolekularen Wechselwir-
kungsprofil der Gruppen der Dimere ergibt (Abb. 78). 
 
 
 
 
Abb. 78: Die 20 kleinsten vdW-Energien interagierender Gruppen in DANKA- und DFNKF-Dimeren 
 
 
Für dimere Strukturen lassen sich durch vdW-Wechselwirkungen stabilisierte intermolekulare 
aromatische Stapel sowohl für DFNKF zu DFNKF, DFNKF zu DFNKF als auch DFNKF zu 
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DFNKF detektieren (Abb. 79 oben). Durch den Vergleich der Tetramere lassen sich die Unter-
schiede im Stabilisierungsverhalten für beide Peptide sehr gut veranschaulichen (Abb. 79 unten). 
Im DFNKF lässt sich die Zusammenlagerung von sechs gestapelten aromatischen Ringen 
nachweisen. Für DANKA lässt sich kein solch ausgeprägter hydrophober Kern nachweisen. Hier 
erfolgt die Stabilisierung ausschließlich über paarweise Anordnungen der Alkylseitenketten der 
Alanine in den Clustern dieser Größe.  
 
 
Abb. 79: Intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen der Phenylalaninreste der DFNKF-Dimere 
(oben) und der Tetramere des DFNKF (unten links) und DANKA (unten rechts)  
 
 
DFNKF-Tetramer mit hydrophober Interaktion der Aromaten 
DANKA-Tetramer mit Teilstabilisierung durch Alanin 
DFNKF-Dimer mit Stabilisierung zwischen N-terminalen Phe-Resten 
DFNKF-Dimer mit Stabilisierung zwischen N- und C-terminalem Phe 
DFNKF-Dimer mit Stabilisierung zwischen C-terminalen Phe-Resten 
Webcode 056 
Webcode 057 
Webcode 058 
Webcode 059 
Webcode 060 
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4.5.3 Die vom β2-Mikroglobulin abgeleiteten Modellpeptide NHVTLSQ, QVLHTSN und 
KHDSMAE 
Die Wechselwirkungsprofile des aggregierenden Peptides NHVTLSQ (vgl. Kap. 1.4.3), der aus 
den darin enthaltenen Aminosäuren zufällig generierten nicht aggregierenden Sequenz QVL-
HTSN (Abb. 80) und des KHSDMAE-Analogons des β2-Mikroglobulins aus der Maus (Abb. 81) 
sind sehr ähnlich. 
 
 
 
Abb. 80: Die 20 stabilsten vdW-Interaktionen der Gruppen in NHVTLSQ- und QVLHTSN-Dimeren 
 
 
 
 
Abb. 81: Die 20 stabilsten vdW-Interaktionen der Gruppen in NHVTLSQ- und KHDSMAE-Dimeren 
In den dimeren Strukturen lassen sich Stapel der aromatischen Ringe der heterozyklischen 
Histidinreste detektieren. Deren Stickstoffatome liegen wegen ihrer gleichgerichteten Partialla-
dung gegeneinander versetzt vor (Abb. 82). Durch Betrachtung der reinen Van-der-Waals-
Wechselwirkungen lässt sich erkennen, dass die Wechselwirkungen der Histidinreste eine stabi-
lisierende Wirkung für die zusammengelagerten Moleküle besitzen. Für die aggregierende Struk-
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A C 
B
tur NHVTLSQ wird die größte Stabilisierung für diese drei Peptide für Paare des Histidins er-
reicht (vgl. Tab. 28 in Kap.5.3.1 und Tab. 29 in Kap. 5.3.2). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 82: Stapel des Histidins in Dimeren des 
     NHVTLSQ (A),  
     QVLHTSN (B) und  
     KHDSMAE (C)  
 
 
 
 
Histidinstapel im aggregierenden Peptid-Dimer NHVTLSQ 
Histidinwechselwirkung im dimeren Zufallspeptid QVLHTSN 
Histidinstapel im Dimer des Vergleichspeptides KHDSMAE 
Webcode 061 
Webcode 062 
Webcode 063 
4.5.4 Die vom Amyloid-β-Peptid und Lactoferrin abgeleiteten Modellpeptide 
KLVFFAE, NAGDVAFV und das hydrophobe Dipeptid FF 
Die vergleichenden vdW-Wechselwirkungsprofile für die inter- und intramolekularen Interak-
tionen der aggregierenden Peptide KLVFFAE und NAGDVAFV (vgl. Kap. 1.4.3) wurden 
ermittelt (Abb. 83). Interessant ist der Vergleich zwischen den vdW-Profilen des FF-Dipeptides 
und KLVFFAE (Abb. 84). Das hydrophobe Dipeptid zeigt in den modellierten Strukturen gute 
Stabilisierungen für mögliche Kombinationen der Phenyl-Phenyl-Wechselwirkungen (Abb. 85). 
Interessant erscheint, dass für einen FF-Cluster eine sehr gute vdW-Stabilisierung für beide intra-
molekularen Phenylalaninseitenketten erfolgt (Abb. 85, links unten), wobei eine Wasserstoff-
brücke zwischen dem Peptidrückgrat und der terminalen Carboxylgruppe beide Moleküle inter-
molekular stabilisiert. In Kontrast dazu steht eine Struktur mit Stabilisierung für beide intermole-
kular angeordneten Paare des Phenylalanins, jedoch ohne Wasserstoffbrückenstabilisierung 
(Abb. 85, rechts unten).  
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Phe1:Phe2, Mol.: 2:2 (073) Phe2:Phe1, Mol.: 1:2 (074) Phe1:Phe2, Mol.: 1:1 (075) 
Phe1:Phe2, Mol.: 1:2 (076) Phe1:Phe1, Mol.: 1:2 (077) Phe2:Phe2, Mol.: 1:2 (078) 
 
 
 
Abb. 83: Die stabilsten vdW-Interaktionen von NAGDVAFV und KLVFFAE 
 
 
 
 
Abb. 84: Die stabilsten vdW-Interaktionen von KLVFFAE und FF 
 
 
 
 
Abb. 85: Inter- und intramolekulare Interaktion der Phenylalaninseitenketten in Dimeren des FF  
(zugehörige Webcodes in Klammern) 
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Phe2:Phe1, Mol.: 1:2 (070)
Phe1:Phe1, Mol.: 1:2 (068)
Phe2:Phe2, Mol.: 1:2 (067)
Phe1:Phe2, Mol.: 1:2 (066) 
 
F1F2, Interaktion F1 zu F2, Molekül 2 zu 2, intramolekular 
F1F2, Interaktion F2 zu F1, Molekül 1 zu 2, intermolekular 
F1F2, Interaktion F1 zu F2, Molekül 1 zu 1, intramolekular 
F1F2, Interaktion F1 zu F2, Molekül 1 zu 2, intermolekular  
F1F2, Interaktion F1 zu F1, Molekül 1 zu 2, intermolekular 
F1F2, Interaktion F2 zu F2, Molekül 1 zu 2, intermolekular 
Webcode 073 
Webcode 074 
Webcode 075 
Webcode 076 
Webcode 077 
Webcode 078 
 
 
 Die Peptide KLVFFAE bzw. NAGDVAFV 
wurden N-terminal acetyliert und C-terminal 
amidiert modelliert. Für NAGDVAFV werden 
aromatische Interaktionen, wie schon für an-
dere Phenylalanin tragende Peptide beobachtet, 
detektiert (Abb. 86). Im KLVFFAE-Dimer do-
minieren die Interaktionen der Phenylalaninsei-
tenketten die vdW-Stabilisierung. Es bilden 
sich ausgeprägte hydrophobe Cluster der Aro-
maten mit planarer Anordnung der Ringstruk-
turen (Abb. 87).  
 
 
 
 
Abb. 87: Intermolekulare Interaktion des Phenylalanins in Dimeren des KLVFFAE 
 
 
 
 
 
Abb. 86: Interaktion der Phenylalaninseitenketten 
im Dimer des NAGDVAFV 
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KLVF1F2AE-Dimer, Interaktion des F1 zu F2, Molekül 1 zu 2 - intermolekular 
KLVF1F2AE-Dimer, Interaktion des F2 zu F2, Molekül 1 zu 2 - intermolekular 
KLVF1F2AE-Dimer, Interaktion des F1 zu F1, Molekül 1 zu 2 - intermolekular 
KLVF1F2AE-Dimer, Interaktion des F1 zu F2, Molekül 1 zu 1 - intramolekular 
KLVF1F2AE-Dimer Interaktion des, F2 zu F1, Molekül 1 zu 2 - intermolekular 
KLVF1F2AE-Dimer, Interaktion des F1 zu F2, Molekül 2 zu 2 - intramolekular 
NAGDVAFV, Interaktion am Phenylalanin im Peptid-Dimer 
Webcode 066 
Webcode 067 
Webcode 068 
Webcode 069 
Webcode 070 
Webcode 071 
Webcode 072 
 
Werden für das einfache FF-Dipeptid ausdrücklich die Cluster mit maximaler potentieller Was-
serstoffbrückenstabilisierung (d. h. 3 bzw. 4 intermolekulare Brücken) extrahiert, so lassen sich 
verschiedene Strukturtypen für die Lage der Phenylalaninreste detektieren.  
 
 
 
 
Abb. 88: Hydrophober Cluster des FF-Dimers (links) und freiliegende Seitenketten (rechts) mit H-Brücken 
 
Es wurde ein Aggregat detektiert, welches zusätzlich zur Wasserstoffbrückenstabilisierung einen 
hydrophoben Bereich mit drei Aromaten aufweist. Der Phenylalaninrest des einen Peptides wird 
dabei von den zwei Resten des anderen Peptides flankiert. Der vierte Rest liegt frei zugänglich 
für die Anlagerung weiterer Moleküle vor. Alternativ werden Moleküle detektiert, deren aroma-
tische Reste in verschiedene Raumrichtungen zeigen (Abb. 88). Für die Dimere lassen sich 
hierbei sowohl intermolekulare Stabilisierungen der zwei Peptide über Wasserstoffbrücken bei 
intramolekularer Ausbildung von aromatischen Paaren als auch zusätzlich stabilisierende inter-
molekulare Wechselwirkungen der Phenylalaninseitenketten beobachten (Abb. 89).  
 
 
Abb. 89: Wasserstoffbrücken der FF-Dimere mit intra- (links) bzw. intermolekularer (rechts) aromatischer 
Interaktion 
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FF-Dimer, hydrophob stabilisiert, 3 Brücken im Peptidrückgrat und in den Seitenketten 
FF-Dimer, intermolekular hydrophob stabilisiert, 3 potentielle Brücken im Peptidrückgrat 
FF-Dimer, intramolekular stabilisiert, 4 Brücken im Peptidrückgrat und in den Seitenketten 
FF-Dimer, intramolekular stabilisiert, 3 Brücken im Peptidrückgrat und in den Seitenketten 
FF-Dimer I. Dreifache Wasserstoffbrückenstabilisierung mit freien aromatischen Resten 
FF-Dimer II. Dreifache Wasserstoffbrückenstabilisierung mit freien aromatischen Resten 
FF-Dimer III. Dreifache Wasserstoffbrückenstabilisierung mit freien aromatischen Resten 
Webcode 079 
Webcode 080 
Webcode 081 
Webcode 082 
Webcode 083 
Webcode 084 
Webcode 085 
 
4.5.5 Die hydrophoben Modellpeptide VLPF und YPGDV 
Die vergleichenden vdW-Wechselwirkungsprofile für die inter- und intramolekularen Interak-
tionen der aggregierenden Peptide VLPF und YPGDV (vgl. Kap. 1.4.3) wurden ermittelt und die 
zugehörigen Strukturen mit der größten vdW-Stabilisierung extrahiert (Abb. 90, Abb. 91). Gut 
zu erkennen ist, dass die hydrophoben Phenylalaninreste bzw. Tyrosinreste der Moleküle eine 
intermolekulare Stabilisierung durch vdW-Interaktion dominieren. 
 
 
Abb. 90: Stabilste über Phe bzw. Tyr wechselwirkende Dimere des VLPF und YPGDV (vgl. Abb. 91) 
 
 
VLPF-Dimer, hydrophob stabilisiert durch die Phenylalaninreste 
YPGDV-Dimer, hydrophob stabilisiert durch die Tyrosinreste 
Webcode A72 
Webcode B72 
 
 
 
 
Abb. 91: vdW-Interaktionsprofil der hydrophoben Modellpeptide VLPF und YPGDV 
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4.6 Dynamik-Simulation ausgewählter Peptiddimere 
4.6.1 Berechnung eines solvatisierten und hydrophob stabilisierten Cetrorelix-Dimers 
Das statische Docking von Aggregaten mit anschließender Solvatisierung hat den Nachteil, dass 
keine umfangreiche räumliche Neuorientierung in den Clustern erfolgen kann. Es wird keine In-
formation zur zeitlichen Stabilisierung von zusammengelagerten Peptiden und über die Än-
derung der Lage der Strukturen zueinander (z. B. das Ausbilden und Brechen von Wasserstoff-
brücken, eine hydrophobe Assoziation oder die gezielte Ausrichtung von Molekülen) erhalten. 
Resultierend aus den Aggregationsstudien durch Docking mittels EVOCAP wurde daher ein 
solvatisiertes Cetrorelix-Dimer (d. h. mit einer 4 Å dicken Wasserhülle) ausgewählt, welches 
sich durch eine sehr gute Interaktion zwischen den hydrophoben Naphthylalaninseitenketten 
auszeichnet (Abb. 92).  
 
 
 
Abb. 92: Solvatisiertes Cetrorelix-Dimer mit hydrophober Interaktion zwischen den Naphthylalaninen 
 
 
Simulation eines hydrophob stabilisierten Cetrorelix-Dimer mit 4 Å 
dicker Wasserhülle Webcode 011
 
Die zwei zusammengelagerten Moleküle besitzen dabei zu Beginn der Simulation neben dieser 
N-terminalen aromatischen Assoziation keine weiteren ausgeprägten Interaktionen zueinander. 
Ein Molekül liegt in einem sehr gestreckten Zustand vor. Der Aggregationspartner ist 
intramolekular in einer knäuelartigen Anordnung mit geringer Streckung gut stabilisiert. Diese 
Ausgangskonfiguration der Moleküle stellt eine ideale Startkonfiguration für die dynamische 
Simulation dar, wobei die initiale aromatische N-terminale Anordnung von sich neu 
formierenden Dimeren erfüllt ist und noch keine weiteren stabilisierenden Interaktionen vor-
liegen. In einer Langzeitsimulation sollte das dynamische Verhalten des Dimers in einer perio-
dischen Würfelbox mit 50 Å Seitenlänge bei 298 K über 10 ns verfolgt werden. Die Box wurde 
nach der Anleitung in Kapitel 3.4.5 erstellt. Jedoch wurde die Dimension der Box fest vorgege-
ben und auf das Füllen des Würfels mit Wassermolekülen verzichtet. Die Berechnung wurde 
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dadurch auf die durch das Docking resultierende Solvathülle beschränkt, die das Dimer umgibt. 
Die Ausrichtung zweier initial interagierender Peptide wird als wichtiger Prozess für eine 
geordnete Ausbildung der Aggregate gesehen. Während der Simulation stabilisieren sich die 
zwei Peptide durch die dynamische Ausbildung von potentiellen intra- und intermolekularen 
Wasserstoffbrücken. Bei 2,60 ns und 6,45 ns wird ein Maximum mit 3 bzw. 4 intermolekularen 
potentiellen Wasserstoffbrücken erreicht (Abb. 93).  
 
 
 
Abb. 93: Ausbildung von H-Brücken im solvatisierten Cetrorelix-Dimer während der Dynamik-Simulation  
 
Der Abstand der zwei aromatischen Naphthylalaninringe bleibt über einen langen Zeitraum der 
Simulation relativ konstant bei etwa 4 Å. Ab 
etwa 4 ns ist jedoch der Zerfall dieser Struktur 
zu beobachten (Abb. 95). 
Es beginnt eine Ausrichtung der Naphthylreste 
zum Rand der Solvathülle und schließlich zum 
umgebenden neutralen (hydrophoben) Vakuum 
(Abb. 94). Diese Orientierung bleibt über den 
restlichen Simulationsverlauf erhalten. Der N-
terminale Kopf der Dekapeptide wirkt wie ein 
Sensor für eine hydrophobe Umgebung. Einerseits verdeutlicht diese Simulation sehr 
anschaulich den hydrophoben Effekt der Naphthylalaninketten und die „Flucht vor dem 
Wasser“. Auf der anderen Seite zeigen die Berechnungen die Grenzen der dynamischen Simula-
tion der Peptiddimeren, die nur von einer dünnen Wasserhülle umgeben sind.  
 
Abb. 94: Hydrophobe Nal-Sensoren bei 10 ns  
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Abb. 95: Abstand der Naphthylalaninringe im solvatisierten Cetrorelix-Dimer während der Dynamik-
Simulation  
 
 
4.6.2 Hydrophober Kern und Ausbildung von H-Brücken in Cetrorelix-Aggregaten 
Ausgangspunkt für eine Dynamik-Simulation bildeten per EVOCAP/MSIM optimierte Cetro-
relix-Dimere mit hydrophober Stabilisierung zwischen den Naphthylalaninresten und einer inter-
molekularen Wasserstoffbrücke zwischen den phenolischen Seitenketten der Tyrosine. Dazu 
wurde eine periodische Box um die Moleküle generiert und mit expliziten Wassermolekülen 
gefüllt, wie in Kapitel 3.4.5 beschrieben. Das Dimer wurde in die Box integriert, überlappende 
Wassermoleküle gelöscht und das Gesamtsystem optimiert (Abb. 96).  
 
Abb. 96: Startmoleküle für die Dynamik-Simulation eines hydrophob stabilisierten Dimers des Cetrorelix 
(links) in einer Box mit explizit modellierten Wassermolekülen (rechts) 
 
 
Wasserbox mit explizit modellierten Solvensmolekülen und zwei Peptiden 
Simulation des Cetrorelix-Dimers und Detektion der H-Brücken 
Webcode 010
Webcode 013
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39 ps 
49 ps 
71 ps 
 Die Wasserstoffbrücke im Zentrum der beiden Peptidketten führt zunächst zu einer guten 
Stabilisierung des Systems bis 38 ps. Ab 39 ps 
ist eine zweite potentielle Wasserstoffbrücke in 
direkter Nachbarschaft zu den dirigierenden 
Naphthylresten zu erkennen (Abb. 97), welche 
sich vom α-Amino-Stickstoff des ersten Restes 
zur Carbonylgruppe des zweiten Restes mani-
festiert. Durch diese Anordnung kommt es zu 
einer leichten Drehung der aromatischen Ringe 
zueinander. Die Wasserstoffbrücke ist der erste 
Schritt für eine mögliche parallele faltblattar-
tige Anordnung im System und bleibt über den 
gesamten Simulationszeitraum erhalten. Bei 
49 ps geht die intermolekulare Wasserstoff-
brücke zwischen den Tyrosinseitenketten verlo-
ren (Abb. 97). Ein Tyrosin stabilisiert sich da-
raufhin intramolekular durch eine potentielle 
Wasserstoffbrücke zum Peptidrückgrat. Der 
aromatische Ring dieser Aminosäure liegt pla-
nar zum Stapel der beiden Naphthylalaninreste 
vor. Eine intermolekulare Wasserstoffbrücke 
vom Stickstoff der Seitenkette des Pyridylala-
nins zur Seitenkette des Citrullins lässt sich bei 
71 ps detektieren (Abb. 97). Die Bildung und 
das Brechen dieser H-Brücke fluktuiert bis 
100 ps Simulationsdauer. Während der gesam-
ten Zeit der Dynamik-Simulation können permanent 3 bis maximal 9 intramolekulare Wasser-
stoffbrücken für die zwei Peptide detektiert werden. Ein Tyrosinrest zeichnet sich durch eine 
gute planare Anordnung zur intramolekularen Naphthylalaninseitenkette aus. 
4.6.3 Stabilität eines hydrophoben Naphthylalanin-Kerns in Dimeren des Cetrorelix 
Ein Cetrorelix-Dimer mit einer hydrophoben Stabilisierung der zwei Naphthylalaninseitenketten 
(vgl. Kap. 4.4.5, Abb. 64 A51 und Abb. 98), jedoch ohne intermolekulare Wasserstoffbrücke, 
wurde dynamisch in einer periodischen Wasserbox mit explizit beschriebenen Solvensmolekülen 
modelliert. Die Stabilität der hydrophoben aromatischen N-terminalen Assoziation, die den Aus-
gangspunkt für eine beginnende Aggregation darstellt, wurde dabei untersucht. 
 
Abb. 97: Stabilisierung des Cetrorelix-Dimers durch 
H-Brücken und hydrophobe Assoziation 
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Abb. 98: Cetrorelix-Startstruktur mit hydrophober Stabilisierung durch zwei Naphthylalaninseitenketten 
 
 
Dynamik eines hydrophob stabilisierten Cetrorelix-Dimers in einer Wasserbox Webcode 012
 
Durch die gewählte Temperatur von 320 K wurde sichergestellt, dass dem System genügend 
kinetische Energie zur Verfügung steht, um eine Zerstörung der Dimer-Struktur durch eine 
Separierung der Peptide im Laufe der Simulation zu provozieren. Während der Simulation wurde 
die vdW-Stabilisierung der Naphthylalaninseitenketten analysiert (Abb. 99).  
 
 
 
Abb. 99: vdW-Interaktion der Naphthylringe des Cetrorelix-Dimers während der Dynamik-Simulation  
 
Anfänglich bleibt das Aggregat bestehen. Ab 90 ps Simulationsdauer beginnt eine leichte Sepa-
rierung der Strukturen. Eine Stabilisierung des Dimers erfolgt jedoch weiterhin über die paar-
weise gestapelt angeordneten Naphthylalaninringe. Für die beiden Chlorphenylalaninreste ist 
ebenfalls eine hydrophobe Assoziation räumlich zu beobachten. Die vier aromatischen Ringe lie-
gen dabei reißverschlussartig aufeinander (Abb. 100, links).  
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233 ps 237 ps 241 ps 
245 ps 249 ps 253 ps 
 
Abb. 100: Assoziation der Seitenketten des Naphthyl- und Chlorphenylalanins bei 90 ps (links) und 
Gegenüberstellung der Chloratome bei 180 ps Simulationsdauer (rechts) 
Die Auflösung der Chlorphenylalaninwechselwirkung erfolgt durch die Entfernung der Reste 
voneinander, wobei es zur Destabilisierung des Systems durch die Gegenüberstellung der beiden 
partial negativ geladenen Chlorsubstituenten der Ringe kommt (160 ps bis 200 ps, Abb. 100, 
rechts). Trotz der permanenten Störung des Systems aufgrund der hohen kinetischen Energie in 
der Box reassoziieren die zwei Naphthylalaninreste wiederholt zu einer geometrisch planar aus-
gerichteten Anordnung auch aus ungünstigen Positionen heraus. 
 
Abb. 101: Umklappen der Naphthylalaninringe zwischen 230 ps und 255 ps Simulationszeit 
Zwischen 235 ps und 250 ps erfolgt eine Umorientierung der Naphthylalaninringe, die schließ-
lich zur Zerstörung des Dimers führen wird (Abb. 101). Es kommt zum kompletten Umklappen 
eines der großen aromatischen Ringe. Bei 245 ps ist nur noch eine minimale vdW-Interaktion 
erkennbar. Die Aromatenebenen stehen senkrecht aufeinander und sind zueinander versetzt. 
Nach der Neuorientierung beider Reste restabilisiert sich das System, wobei sich die Wechsel-
wirkung bei 261 ps und 268 ps nochmals verstärkt. Bei der zuletzt genannten Zeit liegt wieder 
eine sehr gute planare Anordnung der Ringebenen vor (Abb. 102, links).  
Jedoch ist zu erkennen, dass das Umklappen des einen Naphthylalaninrestes um 180° eine 
komplette Separation des nachfolgenden Peptidrückgrats dieses Moleküls vom Aggregations-
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partner zufolge hat. Die räumliche Anordnung der Naphthylreste steuert – wie zunächst nur 
vermutet – die initiale Aggregation bzw. auch eine Dissoziation bei ungeeignetem Dockvorgang. 
Die Interaktion verstärkt sich nochmals zwischen 286 ps und 297 ps (Abb. 102, rechts). 
 
 
 
Abb. 102: Restabilisierung der aromatischen Naphthylalaninreste bei 268 ps (links) und 293 ps (rechts)  
 
Die nach der aromatischen Anordnung vorliegenden Peptidstränge verbleiben vollständig ge-
trennt voneinander. Die Stabilisierung allein durch das N-terminale System reicht nicht aus, um 
das Aggregat zu erhalten. Ab 298 ps erfolgt der Zerfall des Dimers. Bei 310 ps stehen die 
Aromatenebenen senkrecht aufeinander (Abb. 103, links). Bei 315 ps erfolgt die letzte planare 
Restabilisierung (Abb. 103, Mitte). Zwischen 318 und 323 ps ist deutlich zu erkennen, dass die 
Drehung einer Aromatenebene, die nachfolgende Bewegung des zweiten Aromaten beeinflusst. 
Danach erfolgt jedoch der komplette Zerfall nach ungünstiger Anordnung der Ringe, der bei 
350 ps komplettiert wird (Abb. 103, rechts). Beim resultierenden Abstand der Ringe von 9 Å zu 
dieser Simulationszeit wird die vdW-Wechselwirkung in der Dynamik-Simulation abgeschnitten, 
da sie näherungsweise Null beträgt (sog. „Cut-off“).  
 
Abb. 103: Fortschreitende Separierung des Dimers bei 310 ps (links), 315 ps (Mitte) und 350 ps (rechts)  
4.6.4 Hydrophobe Stabilisierung und Wasserstoffbrücken in faltblattartigen Dimeren 
des Cetro- und Ozarelix 
Ausgehend von den Ergebnissen der Dockingstudien wurden für das Peptid Cetrorelix und 
Ozarelix geeignete dimere Strukturen ausgewählt und deren geometrische Ausrichtung des Pep-
tidrückgrats modifiziert (Abb. 104). Die Simulationen erfolgten in einer expliziten Wasserbox, 
die nach der Beschreibung in Kapitel 3.4.5 mit den Parametern aus Tab. 13 erstellt wurde.  
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Abb. 104: Dimere des Cetro- bzw. Ozarelix mit vorformulierter faltblattartiger Anordnung und potentiellen 
Wasserstoffbrücken 
 
 
Cetrorelix-Dimer (Docking-Ergebnis) mit maximierter Brückenzahl 
Cetrorelix-Dimer mit alternativer faltblattartiger Anordnung und Aromatenpaaren 
Cetrorelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung 
Ozarelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung 
wie C14, zweite Simulation 
wie D14, zweite Simulation 
Webcode A14   
Webcode B14 
Webcode C14 
Webcode D14 
Webcode E14 
Webcode F14   
 
Die Simulation A14 ging von einem hydrophob stabilisierten Cetrorelix-Dimer aus, welches aus 
den Dockingstudien erhalten wurde (vgl. Abb. 96 in Kap. 4.6.2) und dessen intermolekulares 
Wasserstoffbrückenmuster im Peptidrückgrat und in den Seitenketten durch Streckung und ein 
manuelles Verschieben der parallel zueinander liegenden Peptidstränge gegeneinander optimiert 
wurde (A14 in Abb. 104).  
C14 
E14 
A14 
D14 
F14 
B14 
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Für die Simulation B14 erfolgte eine Ausrichtung zweier gestreckter Peptide Cetrorelix zu einer 
fast symmetrischen idealisierten faltblattartigen Anordnung mit Wasserstoffbrücken im Rück-
grat, beginnend mit dem Sauerstoff der N-terminalen Acetylgruppe zum Stickstoff des Naphthyl-
alaninnachbars (B14 in Abb. 104).  
Eine faltblattartige Anordnung wurde auch für die gleichartigen Simulationen des Cetrorelix 
C14 und E14 vorgegeben. Grundlage für die gewählte Ausrichtung liefert die in den 
Dockingstudien erhaltene versetzte Lage der Naphthylalaninreste, die auch der Berechnung A14 
zugrunde liegt. Die Peptidstränge liegen hierbei so gegeneinander verschoben vor, dass die erste 
Wasserstoffbrücke im Rückgrat vom Sauerstoff des ersten Naphthylalaninrestes zum Stickstoff 
des zweiten Restes ausgebildet wird (C14 und E14 in Abb. 104).  
Die Simulationen des Ozarelix D14 und F14 kennzeichnen schließlich zwei übereinstimmende 
Simulationen von Dimeren dieses Peptides. Ziel war der Vergleich zu den analog ausgerichteten 
Strukturen des Cetrorelix in den Simulationen C14 bzw. E14. Dazu wurde die faltblattartige 
Struktur des Cetrorelix Dimers aus der Berechnung C14 vorgegeben und beide Peptide durch 
den Austausch der entsprechenden Seitenketten (mittels ChemOffice) zu Ozarelix-Peptiden 
umgewandelt. 
Zur Detektion potentieller Wasserstoffbrückenanordnungen der Strukturen in den Simulationen 
wurde wiederum der Algorithmus von Mills und Dean [MILLS & DEAN 1996] verwendet. 
Allerdings wurden die Parameter zur Detektion der Wasserstoffbrücken im Programm Chimera 
(1.6rc) [PETTERSEN 2012] um 1 Å für die Bindungslänge und 25° für den erlaubten Winkel 
erweitert (vgl. Kap. 3.4.9). Diese Änderung ermöglicht den gewünschten Nachweis von bereits 
grob vorformulierten Wasserstoffbrückenbindungen und deren Wechselwirkungen in den Pep-
tiden, die sich zur Ausbildung von festen Wasserstoffbrücken im klassischen Sinne eignen.  
Die Auswertung der Simulationen erfolgte geordnet nach Peptiden zuerst für die Simulationen des 
Cetrorelix (A14, B14, C14, E14) und anschließend für die Berechnungen des Ozarelix (D14, F14). Die 
Entwicklung einer Simulation kann durch das Aufrufen des zugehörigen Webcodes im interaktiven 
Zusatzmaterial dieser Arbeit verfolgt werden. Zusammengefügt wurden die Strukturen über den gesamten 
Zeitverlauf der Simulationen in Bildern, in skalier- und drehbaren 3D-Strukturen und die Darstellung zur 
Interaktion und Wasserstoffbrückenbildung in Diagrammen. Die Benennung der Webcodes ist identisch 
zur Bezeichnung der Simulation. 
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Simulation A14: Cetrorelix-Dimer mit maximierter Wasserstoffbrückenzahl 
 
Dynamik eines Cetrorelix-Dimers mit maximierter Brückenzahl Webcode A14   
 
Aus vorangegangenen Dockingstudien wurde ein Cetrorelix-Dimer erhalten, welches sehr gut 
durch die hydrophoben Naphthylalaninreste stabilisiert wird (vgl. Abb. 96 in Kap. 4.6.2). Durch 
die planparallele und versetzte Anordnung der Aromaten wurde die Ausbildung einer initialen 
Wasserstoffbrücke vom amidischen Stickstoff des einen Naphthylalaninrestes zum Sauerstoff 
der Carbonylgruppe des Naphthylalanins der zweiten Cetrorelix-Kette strukturell vorgegeben 
(A14 in Abb. 104). Die Carbonylgruppe des Chlorphenylalanins kann in dieser Anordnung 
schon nach einer minimalen Verschiebung eines Moleküls ebenfalls eine Brücke zum Stickstoff 
des Naphthylalaninpartners ausbilden. Ausgehend von diesem Startblock wurden die beiden 
Rückgrate gestreckt und so ausgerichtet, dass die Anzahl der auszubildenden potentiellen inter-
molekularen Wasserstoffbrücken vergrößert wurde. Die so vorbereiteten Dimere wurden nun im 
Kraftfeld geometrieoptimiert und dynamisch modelliert. Die maximale Anzahl an inter-
molekularen Wasserstoffbrücken wird bei 29 ps erreicht. Es können 12 intermolekulare und 5 
intramolekulare Brückenanordnungen detektiert werden (Tab. 24, Abb. 105).  
 
Tab. 24: Cetrorelix-Dimer bei 29 ps Simulationszeit mit maximaler Zahl an potentiellen H-Brücken 
Nr. H-Donor H-Akzeptor Typ 
01 NH-Nal-BB  CO-Nal-BB  intermolekular 
02 NH-Nal-BB  CO-Cl-Phe-BB intermolekular 
03 NH-Cl-Phe-BB CO-Cl-Phe-BB intermolekular 
04 NH-Ser-BB  CO-Cl-Phe-BB intermolekular 
05 OH-Ser-SC  CO-Cl-Phe-BB intermolekular 
06 OH-Ser-SC OH-Ser-SC intermolekular 
07 NH-Tyr-BB CO-Cl-Phe-BB  intermolekular 
08 NH-Tyr-BB  CO-Tyr-BB intermolekular 
09 NH-Arg-SC  CO-Ala-BB intermolekular 
10 NH-Cit-SC CO-Arg-BB intermolekular 
11 NH-Cit-SC CO-Ala-BB intermolekular 
12 NH-Arg-SC CO-Arg-BB intermolekular 
13 NH-Cit-BB CO-Ser-BB intramolekular 
14 NH-Arg-BB CO-Cit-BB intramolekular 
15 NH-Ala-BB CO-Arg-BB intramolekular 
16 NH-Ala-BB CO-Arg-BB intramolekular 
17 NH-Amid-BB CO-Arg-BB intramolekular 
BB … Rückgratkette (Backbone), SC … Seitenkette (Sidechain)  
 
 
Ergebnisse 
 143
Die flexible Anordnung von jeweils zwei NH-Donorgruppen zu je einem CO-Akzeptor und 
umgekehrt (vgl. Tab. 24: Bindung Nr. 01, 02, 03, 04, 07, 08) eröffnet die Möglichkeit einer sehr 
dynamischen Stabilisierung der Dimere im vorderen Teil des Peptidrückgrats durch eine gering-
fügige Verschiebung eines der Moleküle. Die Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbrücken 
der Seitenketten der Serinreste zueinander bzw. zum benachbarten Rückgrat führt zu einer 
erweiterten Stabilisierung der Strukturen. Diese Kette wirkt als beweglicher Ersatz für eine 
herkömmliche Brücke zweier Atome im Peptidrückgrat. Der hydrophile C-Terminus der Peptide 
zeigt vielfältige Stabilisierungsmöglichkeiten durch die Seitenketten der Arginin- und 
Citrullinreste. Die Richtungsumkehr der Ketten durch die Prolinreste vermittelt die Ausbildung 
zusätzlicher Brücken. Ein Teil der hydrophilen Ketten mit ihren positiven bzw. negativen Par-
tialladungen richten sich zum Lösungsmittel aus. Zusammen mit der hydrophoben Kopfgruppe 
kann so eine Ausrichtung für weitere anzulagernde Peptidketten vorausgesagt werden.  
Die größte Stabilisierung zwischen den Di-
meren (-130,3 KFE) lässt sich schon bei 35 ps 
beobachten (Abb. 106). Das gestreckte falt-
blattartige Dimer zeichnet sich durch eine 
große Interaktionsfläche, eine gute Anordnung 
des hydrophoben Kopfes und acht intermole-
kulare Wasserstoffbrücken aus, die über das 
Peptidrückgrat verteilt vorliegen und die 
Seitenketten des Serins, Citrullins und Argi-
nins im C-terminalen hydrophilen Bereich einbeziehen. Sechs potentielle intramolekulare 
Brücken unterstützen die Ausrichtung der Moleküle zueinander durch die Ausbildung von 
schleifenartigen Strukturen im Peptidrückgrat. Die durch Prolin induzierte Brückenbildung ist in 
diesem Zusammenhang weiterhin erkennbar.  
Bei 302 ps ist das starke Netzwerk der poten-
tiellen Wasserstoffbrücken im Zentrum der 
Moleküle im Bereich der Serinseitenketten sehr 
gut erkennbar (Abb. 107). Die hydrophobe In-
teraktion und die initiale Wasserstoffbrücke 
zwischen den Rückgraten der Naphthylalanine 
bleiben stabil. Die intramolekulare Brückenbil-
dung an den Flanken der Proline ist weiterhin 
erkennbar. Intermolekular stabilisieren sich 
beide Citrullinketten miteinander. Die Interaktionsenergie der Dimere stabilisiert sich zwischen 
 
Abb. 105: H-Brücken des Cetrorelix-Dimers bei 29 ps 
 
 
 
Abb. 106: Intermolekulare Stabilisierung bei 35 ps  
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100 und 450 ps bei ca. -50 KFE bei einer Interaktionsfläche von etwa 850 Å2, bevor es zu einer 
verstärkten Auffaltung der dynamischen C-Termini beider Moleküle kommt (Abb. 108). 
Die Auflösung des Brückennetzwerkes der 
Molekülzentren führt zur dynamischen Bewe-
gung der nachfolgenden Aminosäuren. Der 
hydrophobe Kopf bleibt stabil. Zwischen 
620 ps und 640 ps erfolgt die Drehung eines 
Naphthylalaninkopfes um 180°. Dieses desta-
bilisiert die N-terminale hydrophobe Inter-
aktion. Die zweite Naphthylalaninseitenkette 
beginnt sich frei zu drehen (bis ca. 670 ps). 
 
 
 
 
Abb. 108: Inverse Interaktionsfläche und -energie des Cetrorelix-Dimers A14 während der Simulation 
 
 
 
 
Abb. 109: Hydrophobe Interaktion und Wasserstoffbrücken bei 747 ps (links) und 864 ps (rechts)  
 
Die beschriebene N-terminale Wasserstoffbrücke bleibt detektierbar. Eine Restabilisierung 
zwischen 695 ps und 747 ps ist durch die Ausbildung einer hydrophoben Interaktion zwischen 
 
 
 
Abb. 107: H-Brücken des Cetrorelix bei 302 ps 
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einem Naphthylalaninrest zum Chlorphenylalaninrest des Aggregationspartners erkennbar (Abb. 
109 links). In dieser Konstellation bildet ein Tyrosinrest (als Wasserstoffakzeptor) zwei inter-
molekulare potentielle Wasserstoffbrücken zur Citrullinseitenkette. Dadurch wird eine Tyro-
sinatstruktur am Sauerstoff vorformuliert, wobei das eigentlich ursprüngliche Wasserstoffatom 
des Tyrosins leichter abstrahiert werden könnte. Ab 778 ps bildet sich eine neuartige intermole-
kulare Wasserstoffbrücke zwischen dem Acetylrest des einen Peptides und dem amidischen 
Stickstoff des Naphthylalanins des Partnermoleküls aus. Dieses führt zu einer Regenerierung der 
Naphthyl-Naphthyl-Wechselwirkungen mit einer guten planaren Anordnung der Ringe, gut zu 
erkennen bei 864 ps (Abb. 109 rechts). Zwei potentielle Brücken am Tyrosinrest bleiben 
erhalten. 
 
Simulation B14: Cetrorelix-Dimer mit alternativer faltblattartiger Anordnung 
 
Dynamik eines Cetrorelix-Dimers mit alternativer faltblattartiger Anordnung Webcode B14   
 
Ein Dimer des Cetrorelix wurde für die Berechnung so parallel angeordnet, dass sich eine nahezu 
symmetrische Anordnung beider Peptidmoleküle ergibt und eine faltblattartige Wasserstoff-
brückenstabilisierung im Rückgrat resultiert (B14 in Abb. 104). Die vorformulierten H-Brücken 
beginnen am Sauerstoff der N-terminalen Acetylgruppe zum Stickstoff des Naphthylalaninnach-
bars und setzen sich innerhalb des Peptidrückgrats 
regelmäßig fort (B14 in Abb. 104).  
Im Bereich des hydrophilen C-Terminus wird diese 
regelmäßige Anordnung durchbrochen. Die Ausbil-
dung alternativer Wasserstoffbrückenmuster zur Sta-
bilisierung dieser Seitenketten konkurriert während 
der Optimierung des Dimers im Kraftfeld mit der 
Fortsetzung der idealen Faltblattanordnung, schon 
bevor die eigentliche dynamische Simulation gestartet 
wird. Der Knick in den Strukturen im Bereich des 
Prolins verstärkt diesen Effekt.  
Die vorformulierte Ausrichtung der Moleküle zu Be-
ginn der Simulation ermöglicht, zusätzlich zur Was-
serstoffbrückenstabilisierung, die Ausbildung von 
Wechselwirkungen gleichartiger Aromatenpaare, wie z. B. Naphthyl-Naphthyl- oder Chlor-
phenyl-Chlorphenyl-Interaktionen. 
 
 
Abb. 110: H-Brücken und hydrophobe Inter-
aktion bei 3 ps (oben) und 142 ps (unten) 
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Die initialen H-Brücken brechen schon direkt nach Simulationsbeginn bei 3 ps auf, wobei sich 
der Sauerstoff des Acetylrestes intramolekular zum Stickstoff des Chlorphenylalanins stabilisiert 
(Abb. 110 oben). In der formulierten Anordnung beginnen die N-terminalen Naphthylgruppen ab 
etwa 100 ps auseinanderzudriften. An beiden Molekülen ist nun bei 142 ps die beschriebene 
potentielle intramolekulare N-terminale Brücke detektierbar ausgerichtet (Abb. 110 unten). 
Die Naphthylalaninseitenketten liegen separiert vor und eine hydrophobe Interaktion der beiden 
Chlorphenylalaninseitenketten wird sichtbar. Eine intermolekulare Stabilisierung wird durch 
Brücken zwischen den beiden Arginin- sowie beiden Citrullinresten realisiert. Zusätzlich wird 
eine Bindung innerhalb der Rückgrate gefunden. 
Die meisten intermolekularen Wasserstoffbrücken teilen sich die Strukturen bei 44, 250 und 
255 ps mit neun potentiellen Bindungen. Bei der ersten sehr gestreckten Struktur ist im  
N-terminalen Bereich eine Brücke im Rückgrat erkennbar. Weiterhin interagiert ein Citrullinrest 
mit der Carbonylgruppe des Pyridylalanins und dem Citrullin des Partnermoleküls. Dieses ist 
zusätzlich stabilisiert zum Arginin, welches weiterführend ein Netzwerk an potentiellen 
Bindungen zum benachbarten Arginin und dem Peptidrückgrat ausbildet. Zwischen beiden 
Leucinen befindet sich im Rückgrat eine weitere Brücke (Abb. 111, A). Die beiden späteren 
Bilder der Simulation zeigen ähnliche Stabilisierungen. Die N-terminale Bindung zwischen dem 
Rückgrat-Stickstoff des Pyridylalanins zum Carbonyl-Sauerstoff des Chlorphenylalanins kann 
weiterhin detektiert werden. Die dynamische Interaktion zwischen den Argininen, Citrullinen 
und dem Peptidrückgrat bleibt beständig. Jedoch wird mit zunehmender Simulationsdauer 
zusätzlich die Seitenkette des Serins in das Brückennetzwerk einbezogen (Abb. 111, B und C). 
Hier wird deutlich, dass hydrophile Aminosäuren mit ihren zur Brückenbildung fähigen Seiten-
ketten das Potential sowohl zur intra- als auch zur intermolekularen Stabilisierung der Peptid-
aggregate erweitern. Während der Simulation zeigt sich, dass eine Stabilisierung im C-Terminus 
insbesondere durch Seitenketten von Serin, Arginin und Citrullin flexibel und dynamisch reali-
siert wird. Weiterhin wird deutlich, dass die aus der logischen Überlegung vorformulierten 
Strukturen eine fast optimale Wechselwirkung zeigen. 
Nachfolgend werden die energetischen Wechselwirkungen der beiden Peptide analysiert. Die 
Entwicklung der Interaktionsenergie und der zugehörigen Interaktionsfläche über den Verlauf 
der aufgezeichneten Dynamik-Simulation ist in Abb. 112 dargestellt.  
Das Dimer hat viele Möglichkeiten der Stabilisierung und zeigt keine eindeutige Vorzugsanord-
nung. Interessante Punkte mit sehr guter Interaktion, d. h. minimalen Energien, wurden hervor-
gehoben und die zugehörigen Schnappschüsse der Molekülaggregate der definierten Simula-
tionszeit extrahiert (Abb. 113 und Abb. 114). 
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                 A                                                     B                               C 
  
Abb. 111: Dimere bei 44 ps (A), 250 ps (B) und 255 ps (C) mit jeweils 9 intermolekularen Stabilisierungen 
 
 
 
 
 
Zeit in ps EInter in KFE AInter in A2 
0 -50,3 938 
25 -81,6 1008 
94 -72,2 965 
266 -89,9 667 
297 -91,6 897 
391 -62,7 824 
460 -60,9 774 
591 -38,6 658 
667 -32,2 660 
789 -26,9 558 
989 -34,6 697 
 
Abb. 112: Interaktionsfläche und -energie des Dimers B14 mit charakteristischen Stabilisierungspunkten 
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25 ps
94 ps
266 ps
297 ps
391 ps
460 ps
591 ps
Diese Simulation zeigt besonders gut die Möglichkeit der De-
kapeptide, sich in vielfältiger Art und Weise zu stabilisieren. 
Bei 25 ps wird das erste lokale Minimum der Interaktions-
energie erreicht. Die Struktur ähnelt dem bereits analysierten 
Aggregat bei 44 ps (vgl. Abb. 111). Im N-Terminus ist die gute 
Anordnung der beiden Naphthylringe zueinander erkennbar. 
Ein Acetylrest bildet eine intramolekulare Bindung, gefolgt 
von der intermolekularen Wasserstoffbrücke des Rückgrats 
zwischen Chlorphenyl- und Pyridylalanin. Beide Serinreste sta-
bilisieren sich in dieser Struktur intramolekular zum benach-
barten Peptidrückgrat. Im hydrophilen Bereich der Moleküle 
interagiert die Seitenkette des Citrullins zur gleichen Kette des 
Partnermoleküls und zum Rückgrat des zweiten Pyridylalanins. 
Beide Argininreste liegen in räumlicher Nähe zueinander und 
zu den Citrullinen. Wasserstoffbrücken für das Arginin werden 
für die Vorgänger- und Nachfolgestruktur der Simulation de-
tektiert. Die vier Aminosäureseitenketten bilden einen hydro-
philen Cluster. Beide Leucinreste bilden im Rückgrat eine po-
tentielle Bindung. Die C-Termini liegen in fast identischer 
Ausrichtung vor und weisen in Richtung der Wasserhülle. 
Der zweite Stabilisierungspunkt bei 94 ps zeigt die charakteris-
tischen Bindungen und Anordnungen des ersten Minimums. 
Zusätzlich wird ein Serinrest in die intermolekulare Wechsel-
wirkung einbezogen, indem er eine Brücke zum Carbonylrück-
grat des Pyridylalanins ausbildet. Die nachfolgend extrahierte 
Struktur bei 266 ps beweist ebenfalls eine intermolekulare 
Serininteraktion, allerdings zum benachbarten Citrullin. Beide 
zur Brückenbildung befähigten Seitenketten bilden ein Netz-
werk der Wechselwirkungen. Jene Anordnung wird auch bei 
297 ps bestätigt. Die persistente N-terminale Brücke geht bei 
391 ps verloren und ist auch bei 460 ps nicht detektierbar. Die 
Wechselwirkung der Naphthylreste wird durch hydrophobe 
Assoziation beider Chlorphenylalaninketten ersetzt. Die Inter-
aktionen im hydrophilen C-Terminus bleiben erhalten und 
stabilisieren das Dimer. Bei 591 ps können nur zwei 
Abb. 113: Stabilisierung der Di-
mere während der Simulation B14 
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667 ps 789 ps
989 ps 
intermolekulare Brücken der Citrullinseitenkette zum Serinrest und zum Peptidrückgrat 
detektiert werden. Die Seitenkette eines Pyridylalanins bildet eine intermolekulare Brücke zum 
Peptidrückgrat des Partnermoleküls. Hydrophobe Wechselwirkungen sind weiterhin an den 
Chlorphenylalaninen erkennbar. Ein Molekül verliert die gestreckte faltblattartige Struktur und 
bildet eine lang gezogene Schleife in seinem Rückgrat, stabilisiert durch zwei intramolekulare 
Brücken im Bereich des N-Terminus und möglichen Wechselwirkungen des Serin im Zentrum 
des Peptides zu benachbarten Bereichen. 
Die Auflösung des Netzwerkes an Brücken zwischen den Argininen, Citrullinen und Serinen 
führt zur Destabilisierung des Dimers. Bei der zugehörigen Interaktionsenergie wird im Bereich 
von 500 bis 1000 ps eine Art Plateau sichtbar, dessen Gesamtstabilisierung geringer ist, als 
während der ersten Hälfte der Simulation (vgl. Abb. 112). Dennoch lassen sich weiterhin 
bestimmte besonders interagierende Strukturen mit lokalen Energieminima für die Interaktion 
nachweisen (Abb. 114). 
 
  
Abb. 114: Stabilisierungspunkte der Dimere, Teil 2 (Simulation B14) 
 
Das lokale Minimum der Wechselwirkung bei 667 ps kann durch drei intermolekulare und eine 
intramolekulare Wasserstoffbrücke gekennzeichnet werden. Intramolekular liegt die bekannte  
N-terminale Brücke des Acetylrestes vor. Der hydrophile Bereich der Moleküle stabilisiert sich 
intermolekular durch eine Bindung des Serins zum Arginin in der Seitenkette und zwei 
potentielle Brücken des Citrullinrestes zum Rückgrat der Aminosäuren Citrullin und Leucin des 
Partnermoleküls. Eine hydrophobe Wechselwirkung kann nicht eindeutig beobachtet werden. 
Jedoch kommt es im folgenden Verlauf der Simulation wieder zur Streckung des gekrümmten 
Peptidpartners.  
Beim Stabilisierungspunkt der Simulationszeit 789 ps wurde das Brückennetzwerk der Seiten-
ketten der Citrulline und Arginine regeneriert. Die Interaktion erfolgt dabei sowohl inter- als 
auch intramolekular. Eine planparallele Anordnung des Pyridylalaninrestes zum Chlorphenylala-
ninrest ist deutlich erkennbar. Die polarisierten Atome Chlor bzw. Stickstoff der aromatischen 
Ringe liegen bei dieser interessanten Gruppierung auf gegenüberliegenden Seiten. Ein Serin 
stabilisiert sich intramolekular zum N-terminalen Rückgrat. Die C-terminale hydrophile Stabili-
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sierung und die verschobene aromatische Interaktion bedingen eine Krümmung im Rückgrat des 
einen Aggregationspartners. Das zweite Peptid liegt weiterhin vollständig gestreckt vor. 
Die letzte ausgelesene Struktur bei 989 ps zeigt eine völlig neuartige Assoziation der Strukturen. 
Es haben sich zwei hydrophobe Paare aus jeweils einem Naphthylalanyl- und einem Chlor-
phenylalaninrest ausgebildet. Die stark gekrümmte Struktur eines Peptides ist dabei stark intra-
molekular über mehrere Brücken im Rückgrat unter Einbeziehung des Serinrestes assoziiert. 
Eine Seitenkette des Tyrosins ist in Richtung des intermolekular benachbarten Pyridylalanins 
und Citrullins ausgerichtet und liegt planar zur Guanidinogruppe des Arginins vor. Diese 
Aminosäure ist wiederum intermolekular über eine Brücke zum Peptidrückgrat verknüpft. Die 
N-terminale intermolekulare Wasserstoffbrücke und eine intramolekulare Brücke des Serins sind 
im Rückgrat des zweiten gestreckten Moleküls erkennbar. 
 
Simulation C14: Cetrorelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung 
 
Dynamik eines Cetrorelix-Dimers mit faltblattartiger Anordnung Webcode C14   
 
Ausgehend von der Struktur in der Simulation A14 wurde zwischen zwei Molekülen Cetrorelix 
eine faltblattartige Wasserstoffbrückenanordnung im Peptidrückgrat realisiert (C14 in Abb. 104). 
Die Peptidstränge liegen im Vergleich zur Simulation B14 jedoch so gegeneinander verschoben 
vor, wie es die N-terminale hydrophobe Interaktion der aromatischen Naphthylalaninreste nach 
dem Dockingexperiment vorgeben (vgl. Abb. 96 in Kap. 4.6.2). Dadurch wird die erste Wasser-
stoffbrücke im Rückgrat vom Sauerstoff des ersten Naphthylalaninrestes zum Stickstoff des 
zweiten Restes gebildet. Nach der beschriebenen Anordnung der zwei Moleküle wurde diese 
Struktur vor der Dynamik-Simulation im Kraftfeld geometrieoptimiert. 
Zur Demonstration der vielfältigen Möglichkeiten der intermolekularen Stabilisierung wurden 
zwei Berechnungen von Dimeren des Cetrorelix für je 800 ps durchgeführt und ausgewertet (vgl. 
Simulation E14). Charakteristische energetische Stabilisierungspunkte der ersten Dynamikstudie 
sind in Abb. 115 gekennzeichnet.  
Die Stabilisierungspunkte der ersten Simulation zeigen interessante Anordnungen für die Mole-
küle (Abb. 116). Bei 7 ps sind beide Peptide noch sehr gestreckt und der vom N-Terminus 
ausgehende Verbund der Wasserstoffbrücken intakt. Die Strukturen liegen stark faltblattartig 
angeordnet vor. 6 intermolekulare und 2 intramolekulare H-Brücken werden detektiert, wobei 
die Serinseitenkette die Funktion einer Brücke im Rückgrat übernimmt und die Citrullin-Reste 
miteinander in Wechselwirkung treten. Die Interaktion zeigt das Minimum der gesamten 
Simulation mit -93 KFE.  
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                            7 ps                                                     92 ps                                              136 ps 
                         217 ps                                                   302 ps                                             396 ps 
                           457 ps                                               669 ps                                               731 ps 
   
Abb. 115: Interaktionsfläche und -energie der Cetrorelix-Dimere mit Stabilisierungspunkten (Simulation C14) 
 
  
Abb. 116: Cetrorelix-Dimere bei den ausgewählten Stabilisierungspunkten der Simulation C14  
 
Zunächst sind hydrophobe Interaktionen zwischen den Naphthylalaninen sehr gut zu erkennen. 
Zusätzlich sind, nach Drehung der Aromaten, Wechselwirkungen von Paaren des Chlorphenyl-
alanins und auch des Tyrosins realisierbar. Zu beobachten sind in diesem Zusammenhang drei 
potentielle intermolekulare Bindungen im Rückgrat der Aminosäuren bis zum amidischen 
Stickstoff des Pyridylalanins. Die Serinseitenkette stabilisiert sich in der fortlaufenden Struktur 
intermolekular zur Carbonylgruppe der gleichen Aminosäure des Partners. Im hydrophilen  
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C-terminalen Bereich interagieren die zwei Citrullinreste in idealer Anordnung für zwei 
Brücken. 
Bei 92 ps wurde eine gute Interaktion der Chlorphenylalaninreste durch eine versetzte plan-
parallele Ausrichtung realisiert. Die Wasserstoffbrücken im Rückgrat des N-Terminus und des 
Serins bleiben stabil. Die Citrullinreste haben sich jedoch in Richtung des Lösungsmittels 
orientiert. Zwei intramolekulare Rückgrat-Brücken zwischen Tyrosin und Leucin bzw. Alanin 
und der Seitenkette des Arginins sind erkennbar. 
Im weiteren Verlauf der Simulation – analysiert bei 136 ps Simulationsdauer – bleibt die 
Anordnung der Rückgrate im N-Terminus stabil. Jedoch bilden die Carbonylgruppen des 
Naphthylalanins vom ersten Peptid und die entsprechende Gruppe des Chlorphenylalanins im 
zweiten Peptid jeweils eine potentielle Doppelstabilisierung zu den zwei amidischen Stickstoffen 
von Naphthyl- und Chlorphenylalanin bzw. von Pyridylalanin und Serin. So kann sich ein 
Partner in Richtung der gedachten Achse durch das gestreckte Rückgrat geringfügig verschieben, 
um neue Wechselwirkungen zu etablieren oder zu intensivieren, ohne dabei die intermolekulare 
Stabilisierung zu verlieren. Die Interaktion der Naphthylreste vergrößert sich durch diese flexible 
Anordnung.  
Die nächste extrahierte Struktur bei 217 ps zeigt die gleichen Charakteristika wie die bisher be-
schriebenen Aggregate. Zusätzlich stabilisiert sich ein Argininrest durch drei potentielle Bin-
dungen zum Rückgrat der zwei aufeinanderfolgenden Aminosäuren Tyrosin und Citrullin. Im  
C-terminalen Bereich ist am Arginin und Alanin für ein Peptid eine intramolekulare Schleife 
sichtbar, wobei Prolin diese Wechselwirkung durch den Richtungswechsel in der Struktur 
ermöglicht. 
Eine ähnliche Stabilisierung zeigen die Aggregate bei 302 ps, 396 ps, 457 ps und 669 ps. Im 
Zentrum des Rückgrats ist eine leichte Krümmung des einen Peptides sichtbar. Beim zweiten 
Dimer dieser Reihe (396 ps) tritt die Seitenkette des Serins zusätzlich zum Arginin des Partner-
moleküls in Wechselwirkung. Interessanterweise zeigt die dritte Struktur (457 ps) eine Umorien-
tierung der N-terminalen Interaktion. Es entsteht ein gemischter hydrophober Kopf mit gemisch-
ten Naphthyl- und Chlorphenylalaninwechselwirkungen. Dadurch resultiert eine Restabilisierung 
der Struktur bei Erhalt von zwei potentiellen N-terminalen Brücken. Zusätzlich verschiebt sich 
die Interaktion der Seitenkette des Arginins auf das Rückgrat von Citrullin und nunmehr Leucin. 
Diese Stabilisierung wird jedoch in der letzten Struktur dieses Blockes (669 ps) aufgelöst. Der 
hydrophobe Anfang des Dimers und die initialen Brücken bleiben bei wieder reorganisierter sehr 
guter planarer Anordnung der beiden ersten N-terminalen Aminosäurereste erhalten. Die 
nachfolgenden Rückgratbereiche der Peptide entfernen sich voneinander. Das wird durch eine 
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energetische Destabilisierung im Verlauf dieses Prozesses ab 560 ps bis hin zum Simulations-
ende deutlich.  
Eine geringfügige Verstärkung der Interaktion im Vergleich zur vorhergehenden Struktur wird 
bei der letzten markanten Struktur bei 731 ps durch die Ausbildung zweier Brücken zwischen 
Citrullin und Arginin in deren Seitenketten erzielt. Der hydrophobe Bereich liegt nahezu unver-
ändert vor und bildet so den unbedingt notwendigen Keim für eine beginnende Aggregation 
dieser zwei Peptide. 
 
Simulation E14: Cetrorelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung (2. Simulation) 
 
Dynamik eines Cetrorelix-Dimers mit faltblattartiger Anordnung (2. Simulation) Webcode E14   
 
Parallel zur Simulation C14 wurde eine zweite Berechnung mit gleichen Anfangsbedingungen 
ausgeführt. Wie bei der ersten Berechnung erfolgte vor der dynamischen Modellierung die Geo-
metrieoptimierung des Dimers für seine Seitenketten und die Peptidrückgrate. Die resultierende 
Startstruktur besitzt ebenfalls die faltblattartige parallele Anordnung der Peptide und das Wasser-
stoffbrückenmuster zwischen beiden Molekülen, jedoch resultieren im hydrophilen C-Terminus 
Veränderungen der initialen Interaktionen der Seitenketten der Aminosäuren (E14 in Abb. 104).  
Die zweite Simulation erfolgte, um weitere mögliche Interaktionen im Cetrorelix-Dimer zu ana-
lysieren. Die Wechselwirkungsenergien und -flächen der Peptide sind in Abb. 117 dargestellt. 
Auch hier wurden bestimmte energetische Stabilisierungspunkte gekennzeichnet. Auswahlkrite-
rium war ein Minimum der Interaktionsenergie in der lokalen Umgebung eines Dimers. Die ex-
trahierten Dimerstrukturen sind in Abb. 118 dargestellt. 
   
Abb. 117: Interaktionsfläche und -energie der Cetrorelix-Dimere mit Stabilisierungspunkten (Simulation E14) 
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                                   81 ps                                                   151 ps                                       251 ps
                         321 ps                                                   399 ps                                             443 ps 
                            520 ps                                                     634 ps                                         789 ps
  
Abb. 118: Cetrorelix-Dimere bei den ausgewählten Stabilisierungspunkten der Simulation E14 
  
Bei 81 ps stabilisieren vier detektierbare potentielle H-Brücken die Peptidrückgrate bis hin zum 
Serin. Die Seitenkette dieser Aminosäure bildet dabei am Aggregationspartner eine Bindung 
zum Carbonylrückgrat des zweiten Serins. Zwei weitere intermolekulare Stabilisierungen 
werden von der Seitenkette des Arginins zum Rückgrat des Citrullins realisiert. Auch am 
C-Terminus bildet die Carbonylgruppe des Prolins zwei weitere potentielle Bindungen zum 
Stickstoff des Alanins und seiner Amidgruppe. Diese sterisch flexible Endgruppe eignet sich für 
eine solche Stabilisierung in ähnlichem Maße wie die Seitenketten der Aminosäuren Arginin, 
Citrullin und Serin. Bei 151 ps sind die N-terminalen Brücken nicht mehr detektierbar. Jedoch ist 
eine Ausrichtung der amidischen Stickstoffe und Carbonylgruppen noch erkennbar. Im Zentrum 
der Moleküle stabilisiert sich Serin in der Seitenkette sehr flexibel durch die zuvor beschriebene 
intermolekulare Bindung und zwei intramolekulare Bindungen zu den Stickstoffen des nach-
folgenden Tyrosins und Citrullins. Eine Argininseitenkette stabilisiert sich nicht mehr inter-
molekular zum Citrullin, sondern intramolekular durch zwei Brücken zur Carbonylgruppe des 
Tyrosins. Eine hydrophobe Wechselwirkung einer Chlorphenylalaninseitenkette zum Naphthyl-
alanin ist erkennbar. Die phenolische Gruppe des Tyrosins ist intermolekular zur Carbonylgrup-
pe des Naphthylalanins ausgerichtet. Beide Citrullinreste befinden sich in räumlicher Nähe. 
Allerdings kann keine Bindung nachgewiesen werden. 
Bei 251 ps kann eine deutliche Destabilisierung der Dimere beobachtet werden (vgl. Abb. 117). 
Die hydrophobe Kopfgruppe wurde aufgebrochen. Intermolekular erfolgt nur eine potentielle 
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Bindung über das Arginin und sterisch begünstigt durch eine Coulomb-Interaktion des Chlors 
eines Chlorphenylalanins mit Arginin und zum Amid am C-Terminus. Intramolekular stabilisie-
ren sich das Serin und das Peptidrückgrat durch die Ausbildung von Schleifenstrukturen. 
Weiterhin liegt ein Tyrosinrest planar auf der Ebene des Argininrestes auf. 
Bei 321 ps ist das Arginin weiterhin in eine intermolekulare Stabilisierung eingebunden. Zusätz-
lich interagiert die phenolische Gruppe des Tyrosins mit zwei Stickstoffen des Alanins bzw. 
Amid-Terminus des Peptidpartners. Es erfolgt eine erneute Ausrichtung der hydrophoben Be-
reiche der Moleküle zueinander. Die Serinseitenketten beider Moleküle stabilisieren sich intra-
molekular und formieren Schleifen im Peptidrückgrat. 
In der folgenden Simulationszeit reorganisiert sich der hydrophobe Terminus. So ist bei 399 ps 
Simulationsdauer eine sehr gute intermolekulare Anordnung des Naphthyl- und eines Chlor-
phenylalaninrestes ausgebildet. Durch die Verschiebung der hydrophoben Wechselwirkung von 
den zwei Naphthylalaninresten zu einer gemischten Interaktion resultieren eine Stauchung im 
Rückgrat eines Moleküls und die Ausbildung einer Schleife mit einem Leucinrest im Zentrum 
der Krümmung. Das zweite Molekül liegt weiterhin sehr gestreckt vor. Im hydrophilen Bereich 
formiert sich ein stabilisierendes Netzwerk am Arginin und Tyrosin mit intra- und intermoleku-
laren Brücken.  
Die beschriebenen Interaktionen dominieren auch die Struktur bei 443 ps, 520 ps und 634 ps. 
Im letzteren Aggregat bildet das Tyrosin eine Seitenkette zum Carbonyl-Sauerstoff des Alanins 
am Partnermolekül, und eine planare Interaktion zu einem Chlorphenylalanin wurde ausgerich-
tet. Das Chlor des wechselwirkenden Chlorphenylalanin zeigt zudem deutlich in Richtung des 
intermolekularen Serinrestes. Jenes bedingt eine gute elektrostatische Stabilisierung zwischen 
den beiden Ketten. Ein Arginin interagiert in der Seitenkette intramolekular zum Carbonyl-
Sauerstoff des Tyrosins. Das gestauchte Molekül nimmt so eine sehr kompakte Form an, 
wodurch sich dessen Oberfläche verringert. 
Nahe dem Simulationsende bei 789 ps ist weiterhin die Chlorphenyl-Naphthylalanyl-Wechsel-
wirkung sichtbar. Die intermolekulare Interaktion zwischen Tyrosin und Chlorphenylalanin hat 
sich jedoch so verschoben, dass nun die Hydroxylgruppe der einen Aminosäure auf das Chlor 
der zweiten Aminosäure ausgerichtet und elektrostatisch stabilisiert ist. 
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Simulation D14: Ozarelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung 
 
Dynamik eines Ozarelix-Dimers mit faltblattartiger Anordnung Webcode D14   
 
Grundlage der Simulation D14 war die faltblattartige Struktur des Cetrorelix-Dimers aus der 
Berechnung C14, wobei die Seitenketten zu Ozarelix-Peptiden umgewandelt und die Moleküle 
anschließend im Kraftfeld optimiert wurden (D14 in Abb. 104). Analog zu Cetrorelix erfolgte für 
Ozarelix die zweifache dynamische Simulation und Analyse der Dimere (vgl. Simulation F14). 
Der erste extrahierte Stabilisierungspunkt (vgl. Abb. 119 und Abb. 120) zum Zeitpunkt 36 ps 
zeichnet sich durch die gestreckte faltblattartige Anordnung beider Peptide aus. 
   
Abb. 119: Interaktionsfläche und -energie der Ozarelix-Dimere mit Stabilisierungspunkten (Simulation D14) 
 
Die Rückgrate bilden eine intramolekulare und vier intermolekulare Brücken, beginnend mit 
einer N-terminalen Verbrückung im Bereich des Naphthyl- und Chlorphenylalanins, zueinander 
aus. Der Serinrest ersetzt im Rückgrat die blockierte Bindungsposition am methylierten Stick-
stoff des Tyrosins sehr flexibel. Die Seitenkette des Arginins stabilisiert sich ebenfalls zum 
Rückgrat des Partners im Bereich des Sauerstoffes am Norleucin. Eine hydrophobe Ausrichtung 
kann für die Aromatenpaare des Naphthylalanins, des Tyrosins und des Chlorphenylalanins beo-
bachtet werden. Eine doppelte intermolekulare Wechselwirkung im Zentrum der Moleküle ent-
steht bei 82 ps zwischen der Serinseitenkette und dem Carbonyl-Sauerstoff des zweiten Serins 
und in den Rückgraten eines Tyrosins und Homocitrullins. Die fortlaufenden Ketten werden 
durch drei formulierte Bindungen eines Argininrestes zum benachbarten Rückgrat stabilisiert 
und die zwei Seitenketten der Homocitrulline bilden ebenfalls eine Brücke. Eine hydrophobe 
Assoziation ist für die Aromatenpaare des Tyrosins und N-terminal für beide Naphthylalanine zu 
beobachten. Die N-terminale initiale Brücke wurde in dieser Simulation jedoch nach Drehung 
des Rückgrats zwischen 35 ps und 55 ps aufgelöst. 
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                        36 ps                                                       67 ps                            82 ps 
             191 ps                                     275 ps                                          373 ps 
                453 ps                                                 565 ps                              628 ps 
                          668 ps                           715 ps                                                   761 ps 
  
Abb. 120: Ozarelix-Dimere bei den ausgewählten Stabilisierungspunkten der Simulation D14 
 
So stabilisiert sich bei 191 ps der N-terminale Bereich eines Peptidstranges schleifenartig durch 
die Ausbildung von zwei potentiellen intramolekularen H-Brücken. Drei weitere intermolekulare 
Wechselwirkungen sind im C-terminalen Bereich zu beobachten. Die aromatische Interaktion 
bleibt erhalten, jedoch verringert sich die optimale planare Assoziation der Naphthylalanine 
zugunsten einer erweiterten Wechselwirkung zu einem Chlorphenylalaninrest. Es können keine 
potentiellen intermolekularen Brücken zwischen den reinen Peptidrückgraten detektiert werden. 
Die Seitenkette eines Arginins bildet jedoch drei Interaktionen zu den Sauerstoffen im Rückgrat 
des Homocitrullins und Norleucins des Aggregationspartners aus.  
Die gleiche Charakteristik lässt sich für die extrahierte Struktur bei 275 ps beobachten. Der 
hydrophob assoziierte Cluster der beiden Peptide erweitert sich auf alle aromatischen Amino-
säuren. Im weiteren Verlauf der Simulation erfolgt eine Verschiebung dieser Interaktion, so dass 
bei 373 ps eine planare Anordnung eines Naphthyl- zu einem Pyridylalaninrest die Wechsel-
wirkung dominiert, wobei die weiteren aromatischen Ringe interagieren. 
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Durch die fehlenden intermolekularen Bindungen und die Auflösung der ursprünglichen 
Naphthyl-Naphthyl-Wechselwirkung kommt es bei 453 ps zur Entfernung der N-Termini 
voneinander. Nur die beiden Tyrosine wechselwirken noch verstärkt miteinander. Drei inter-
molekulare Brücken des Homocitrullins und Arginins zum Peptidrückgrat stabilisieren die Struk-
tur im hydrophilen Bereich. 
Die Naphthyl-Pyridylalanyl-Anordnung stabilisiert sich im Verlauf der weiteren Simulation 
wieder. Die Interaktion der Tyrosinaromaten ist nahezu ideal zum Zeitpunkt 565 ps bis hin zum 
nachfolgenden Stabilisierungspunkt bei 628 ps. Der Stickstoff eines Tyrosins liegt im Rück-
grat fast ideal ausgerichtet auf die Carbonylgruppe des zweiten Tyrosins vor. Die Methylierung 
verhindert jedoch die Verstärkung der Interaktion durch Blockierung der Ausbildung einer 
Wasserstoffbrücke und durch die sterische Hinderung einer weiteren Annäherung der Rückgrate. 
Die Homocitrullin- und Arginin-Bindungen bleiben stabil. 
Die letzten drei untersuchten Punkte bei 668 ps, 715 ps und 761 ps zeigen eine Dissoziation der 
N-Termini. Die Brücken des Arginins und eine neue Bindung der phenolischen Gruppe am 
Tyrosin zum Peptidrückgrat stabilisieren das Dimer jedoch weiterhin intermolekular. Die neue 
Brücke verringert die Assoziation beider Aromaten der Tyrosine durch eine Verschiebung beider 
Gruppen voneinander weg. Ein destabilisierter Strang verknäuelt sich. Die Zerstörung der ide-
alen Anordnung der Rückgrate spiegelt sich in der sukzessiven Abnahme der Interaktion wider.  
 
Simulation F14: Ozarelix-Dimer mit faltblattartiger Anordnung (2. Simulation) 
 
Dynamik eines Ozarelix-Dimers mit faltblattartiger Anordnung (2. Simulation) Webcode F14   
 
Die zweite Modellierung eines Ozarelix-Dimers erfolgte durch die Simulation F14 (F14 in  
Abb. 104). Zum Zeitpunkt 71 ps (vgl. Abb. 121 zur energetischen Stabilisierung und Abb. 122) 
wird eine sehr gute Stabilisierung im System erreicht. N-terminal sind vier potentielle Brücken 
im Rückgrat der Dimere detektierbar, wobei eine Serinseitenkette eine herkömmliche Bindung 
eines amidischen Stickstoffes ersetzt. Im hydrophoben Kopf des Dimers ist die Anordnung der 
zwei Naphthylalanylgruppen mit einem Chlorphenylalaninrest erkennbar. Im hydrophilen Ende 
der Peptide erfolgt eine sehr gute intermolekulare Wechselwirkung durch die zwei Homo-
citrullinseitenketten zueinander. Eine weitere Rückgratinteraktion ist im Bereich der Norleucine 
ausgebildet. In der nachfolgenden Kette stabilisiert sich eine Argininseitenkette zum Rückgrat 
des Tyrosins bzw. Norleucins des Aggregationspartners. Die Amidgruppe des C-Terminus 
interagiert mit der Carbonylgruppe des Arginins. Zusätzliche intramolekulare Brücken sind am 
zweiten Arginin, zwischen Serin und Pyridylalanin und N-terminal im Peptidrückgrat des Naph-
thylalanins zu finden. 
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Abb. 121: Interaktionsfläche und -energie der Ozarelix-Dimere mit Stabilisierungspunkten (Simulation F14) 
 
Die N-terminale vierfache Brückenbindung und die hydrophobe Anordnung bleiben auch bei 
118 ps Simulationsdauer erhalten. Eine Homocitrullinseitenkette imitiert insgesamt drei Peptid-
bindungen zum Rückgrat des Partnermoleküls. Der zweite Homocitrullinrest liegt frei vor und 
ragt in die Lösungsmittelumgebung hinein. Eine Argininkette bildet eine Bindung zum Rückgrat 
des zweiten Arginins. Dieses stabilisiert sich intramolekular durch Brückenbindungen zur 
Carbonylgruppe des Prolins, welches eine zusätzliche Interaktion zur terminalen Amidgruppe 
ausübt. Eine weitere intramolekulare Schleife befindet sich zwischen dem Stickstoff des 
Norleucins und dem Sauerstoff des Tyrosins. Diese Bindung begünstigt die benannte Ausrich-
tung des zwischen beiden Aminosäuren liegenden Homocitrullins. 
Eine intermolekulare Destabilisierung wird im C-terminalen Bereich bei 220 ps beobachtet. Es 
sind keine intermolekularen potentiellen Bindungen detektierbar. Die geeigneten Seitenketten 
des Arginins und Homocitrullins stabilisieren sich vielmehr intramolekular durch insgesamt 
sechs Brücken zum jeweils umgebenden Peptidrückgrat. Weiterhin ist die bereits beschriebene 
intramolekulare Brücke des Amidterminus sichtbar. Im Gegensatz dazu bleiben die Bindungen 
beginnend mit der Serinseitenkette bis hin zum Naphthylalanin und die hydrophobe Assoziation 
stabil. 
Die gleiche Charakteristik wird für die weiter destabilisierte Struktur bei 262 ps erkannt. Jedoch 
bricht hier zusätzlich die intermolekulare Brücke des Serins auf. Dieses geschieht zugunsten der 
Ausbildung zweier intramolekularer Brücken an dieser Aminosäure zum Rückgrat und der 
Ausrichtung des Hydroxyl-Wasserstoffes zum Chlor des Chlorphenylalanins. Anstelle der Was-
serstoffbrücke ist eine hydrophobe intermolekulare Wechselwirkung zwischen den planar 
angeordneten aromatischen Ringen des Chlorphenylalanins und des Tyrosins getreten. Letztend-
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           71 ps                                           118 ps                                                220 ps 
                262 ps                                              305 ps                                                 373 ps       
                410 ps                                         476 ps                                     555 ps                       
651 ps                                        682 ps                                                                               768 ps  
lich bleiben drei N-terminale potentielle Bindungen und der hydrophobe Kopf mit zwei planar 
aufliegenden Naphthylalaninresten erhalten. 
  
Abb. 122: Ozarelix-Dimere bei den ausgewählten Stabilisierungspunkten der Simulation F14 
 
Die Regenerierung eines Netzwerkes von acht potentiellen inter- bzw. intramolekularen Wasser-
stoffbrücken im Bereich beider Arginine und eines Homocitrullins restabilisiert das System bei 
305 ps deutlich. Die Serylgruppe ist jedoch weiterhin durch zwei intramolekulare Brücken und 
die elektrostatische Interaktion zum Chlorphenylalanin für eine intermolekulare Wechselwirkung 
blockiert. Im hydrophoben N-Terminus destabilisiert sich das Naphthylalanyl-System. Jedoch 
bleiben die zugehörigen Brücken im Rückgrat noch erhalten. Auch die hydrophobe Tyrosyl-
Chlorphenylalanyl-Anordnung bleibt deutlich erkennbar.  
Eine sehr gute Stabilisierung wird bei 373 ps durch drei Brücken eines Homocitrullinrestes zur 
Carbonylgruppe des Arginins bzw. Alanins im Partnermolekül erreicht. Arginin bildet eine 
intermolekulare Bindung zum Prolin aus und ist dabei selbst zweifach zum Tyrosinrückgrat 
intramolekular stabilisiert. Eine interessante erweiterte intramolekulare Stabilisierung ist bei der 
Tripelanordnung der Seitenketten des zweiten Arginins, des Chlors des Chlorphenylalanins und 
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des Serins sichtbar. Letztere Aminosäure bildet eine zusätzliche Brücke zum Stickstoff des 
Norleucins aus. Ein hydrophober Cluster, bestehend aus den gestapelten Resten der Chlorphenyl-
alanine, eines Tyrosins und beider Naphthylalanine, hat sich ausgebildet. Eine N-terminale Drei-
fachstabilisierung durch Brücken im Rückgrat bleibt bestehen. 
Die Naphthylalaninreste sind in der Struktur bei 410 ps senkrecht zueinander ausgerichtet. Jenes 
verringert die hydrophobe Interaktion. Jedoch sind die zugehörigen Wasserstoffbrücken im 
Rückgrat weiterhin ausgebildet. Eine zusätzliche hydrophobe Assoziation ist zwischen Chlor-
phenylalanin und Tyrosin erkennbar. Strukturell kann nur eine weitere potentielle intermoleku-
lare Brücke zwischen den beiden Argininseitenketten detektiert werden. Die beobachtete 
intramolekulare Wechselwirkung eines Serinrestes ist nach wie vor deutlich ausgeprägt. Die 
Ausrichtung der Arginine führt dazu, dass die nachfolgenden Peptidketten im C-Terminus aus-
einanderstreben. 
Bei der nächsten extrahierten Struktur (476 ps) wurde die Wechselwirkung der beiden Naphthyl-
alaninreste aufgelöst. Die Reste driften auseinander und das Rückgrat dreht sich im Bereich 
beider Aminosäuren, die nun direkt zum Lösungsmittel ausgerichtet vorliegen. Dadurch wurde 
ebenfalls die N-terminale doppelte Brücke aufgelöst. Nur die Rückgratinteraktion zwischen 
Chlorphenylalanin und Pyridylalanin bleibt noch erhalten. An dessen Stelle tritt später jedoch 
eine Wechselwirkung zwischen den beiden Chlorphenylalaninen und dem Tyrosin. Ein Serin, ein 
Homocitrullin und ein Arginin stabilisieren die Peptide im hydrophilen Ende der Strukturen in 
den Seitenketten und zum Peptidrückgrat. 
Die hydrophobe Wechselwirkung ist auch bei 555 ps zu beobachten und erweitert sich neben 
den Ketten der Chlorphenylalanine und des Tyrosins zusätzlich auf den zweiten Tyrosinrest und 
eine Naphthylalaningruppe. Ein Arginin, welches planar zum Aromaten des Tyrosins ausgerich-
tet ist, bildet im Zentrum der Moleküle eine Brücke zum Rückgrat dieser Aminosäure. Beide 
Termini verlieren ihre faltblattartige Anordnung. Das Dimer wird weiter energetisch destabili-
siert. 
Der hydrophobe Cluster erstreckt sich in den folgenden restabilisierten Strukturen (651 ps und 
682 ps) über fast alle aromatischen Aminosäuren und schließt die Pyridylalanine ein. Allein ein 
Tyrosinrest liegt frei zum Lösungsmittel hin ausgerichtet vor. Homocitrullin und Arginin 
stabilisieren sich intermolekular zum Peptidrückgrat und sind zusätzlich zum elektronegativen 
Halogen eines Chlorphenylalanins angeordnet. Die lineare Ausrichtung beider Peptidketten 
zueinander geht verloren. Während der folgenden Simulationsschritte erfolgt der weitestgehende 
Zerfall des ungeordneten Dimers. Zum Simulationsende bei 768 ps können sich beide Strukturen 
jedoch über die Naphthylalaninseitenketten reassoziieren. 
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5 Diskussion 
5.1 Struktur und Eigenschaften von Cetrorelix, Teverelix und Ozarelix 
5.1.1 Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration der Dekapeptide 
In Abhängigkeit von der Konzentration von Cetro-, Teve- und Ozarelix kann eine charakteris-
tische Veränderung der Bandenstruktur der intrinsischen Fluoreszenz beobachtet werden. Der 
Beginn dieses Prozesses ist in Korrelation mit der durch Lang vorgeschlagenen kritischen 
Aggregatbildungskonzentration (cac) zu bringen [LANG 2005, SCHNEIDER et al. 2010]. Kick 
konnte die cac für Cetrorelix bestätigen und schlägt für Ozarelix zwei Aggregationsstufen vor. 
Bei der cac1 erfolgt demnach die Ausbildung von kleinsten Assoziaten und bei der cac2 erfolgt 
die Bildung von viskoelastischen Gelstrukturen [KICK 2007]. Hempelt gelang es erstmals, die 
konzentrationsabhängige Bildung von stabilen Dimeren als erste Stufe der Aggregation nachzu-
weisen [HEMPELT 2012]. Teil dieser Arbeit war die visuelle Analyse der Bandenumkehr in der 
Fluoreszenz, die Detektion der Intensitätszunahme bei Aggregationsbeginn und die mathema-
tische Auswertung der Verschiebung des Emissionsmaximums der Fluoreszenz (Kap. 4.1.1). 
Tab. 25 fasst die erhaltenen Ergebnisse im Vergleich zu den Literaturdaten zusammen. 
Tab. 25: Detektion der kritischen Aggregatbildungskonzentration (cac) der GnRH-Antagonisten 
 Detektionsmethode für die beginnende Aggregatbildung 
Peptid 
Banden-
umkehr, 
visuell 
(Kap. 4.1.1) 
Intensitäts-
zunahme bei 
335 nm 
(Kap. 4.1.1) 
Verschiebung 
des Emissions-
maximums 
(Kap. 4.1.1) 
Extrinsische 
Fluoreszenz 
[LANG 2005] 
Dämpfungsänderung 
der Schwingquarz-
methode 
[KICK 2007] 
Massenspektro-
metrischer 
Nachweis von  
Aggregaten  
[HEMPELT 2012] 
Cetro-
relix 
> 0,04 mg/ml 0,038 mg/ml 0,038 mg/ml 0,04 mg/ml 0,04 - 0,05 mg/ml 
≥ 0,03 mg/ml; 
Dimer-Nachweis 
Teve-
relix 
> 0,05 mg/ml 0,050 mg/ml 0,048 mg/ml 0,05 mg/ml --- --- 
Oza-
relix 
> 0,30 mg/ml --- 0,153 mg/ml 0,17 mg/ml 
0,11 - 0,12 mg/ml; cac1 
0,18 - 0,19 mg/ml; cac2 
≥ 0,15 mg/ml; 
Dimer-Nachweis 
 
Für Cetrorelix und Teverelix erhöht sich mit beginnender Aggregation der Anstieg der Fluores-
zenzintensität in Abhängigkeit von der Peptidkonzentration deutlich (Kap. 4.1.1), so dass dieser 
Parameter unabhängig von einer Bandenveränderung als weiteres und präziseres Charakteristi-
kum für die Bildung von Aggregaten verwendet werden kann. Die Intensität der detektierten 
Fluoreszenz ist abhängig von der Polarität der Umgebung der angeregten Moleküle. Die 
Ausbildung der hydrophoben Aggregatcluster führt zur Verringerung von Effekten des Quen-
chings der Fluoreszenz durch das Lösungsmittel. So erklärt sich die Intensitätssteigerung mit be-
ginnender Aggregatbildung. Durch die visuelle Analyse des Beginns der Bandenveränderung 
(Kap. 4.1.1: Abb. 26 und Abb. 27) in Kombination mit der sprunghaften Intensitätsveränderung 
im Spektrum gelang in dieser Arbeit die sensitive Bestimmung der Aggregatbildungskonzentra-
Diskussion 
 164 
tion für Cetrorelix und Teverelix. Die ermittelten Werte für die cac stimmen gut mit den Fluores-
zenzergebnissen von Lang [LANG 2005] überein.  
Die geringere Verschiebung des Bandenmaximums von 335 nm zu 334 nm und der fehlende In-
tensitätssprung bei der beginnenden Aggregation führen dazu, dass der tatsächliche kritische 
Startpunkt dieses Prozesses durch eine visuelle Auswertung nicht deutlich ablesbar ist. In Spek-
tren des Ozarelix kann eine Bandenumkehr deshalb mit der visuellen Methode erst oberhalb der 
wirklichen kritischen Aggregatbildungskonzentration sicher erkannt werden (Abb. 28 in Kap. 
4.1.1). Lang löste dieses Problem durch die Ermittlung der Veränderung der extrinsischen Fluo-
reszenz der hydrophoben Sonde ANS bei der Einlagerung in die sich bildenden Peptidaggregate 
(vgl. Tab. 25) [LANG 2005]. Jedoch beeinflusst das Einbringen eines Moleküls das native System 
der zu analysierenden Peptide und deren Aggregation. Die Erweiterung der Auswertetechnik 
durch die Ermittlung der charakteristischen Extrem- und Wendepunkte der Spektren nach der 
Ableitung der Spektren ermöglicht dagegen den sensitiven Nachweis einer beginnenden Spek-
trenveränderung auch für Ozarelix ohne den Einsatz einer zusätzlichen Fluoreszenzsonde 
[SCHNEIDER et al. 2010]. In Abb. 123 werden die aus der ersten und zweiten Ableitung der Spek-
tren ermittelten Extremwerte und Wendepunkte gekennzeichnet.  
 
Abb. 123: Verschiebung der Extremwerte und Wendepunkte für Ozarelix bei Beginn der Aggregation 
 
Der Beginn der Verschiebung des globalen Maximums bei ca. 335 nm der Fluoreszenzemission 
des Ozarelix kann zur Detektion der kritischen Aggregatbildungskonzentration genutzt werden 
(Abb. 31 in Kap. 4.1.1). Die Betrachtung von Abb. 123 zeigt, dass die Spektrendeformation im 
Bereich von 330 nm bis 334 nm am deutlichsten wird. Die Wendepunkte bei 332 nm und 
328 nm zeigen ebenfalls eine Verschiebung, die in Zusammenhang mit der beginnenden Aggre-
gation steht. In Abb. 124 ist die betragsmäßige Verschiebung der Lage dieser charakteristischen 
Punkte in Abhängigkeit von der Peptidkonzentration aufgetragen. 
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Abb. 124: Betragsmäßige Verschiebung der Wellenlänge in Abhängigkeit von der Konzentration für die 
Wendepunkte im Fluoreszenzspektrum von Ozarelix  
Die Verschiebung des Wendepunktes bei 328 nm bestätigt mit einer cac von 0,147 mg/ml die 
bisher erhaltenen Werte. Für den Punkt bei 332 nm wird mit 0,122 mg/ml ein niedriger Wert für 
den Schnittpunkt der bilinearen Regression erhalten. Einerseits lässt sich der niedrigere Wert als 
mögliche erste cac1 interpretieren, wie von Kick vorgeschlagen [KICK 2007] (Tab. 25). Auf der 
anderen Seite lässt die geringe Änderung des Anstieges nicht eindeutig in zwei Geradenabschnit-
te separieren. Dadurch wird eine zu geringe oder eine scheinbare cac vorgetäuscht. In diesem 
Zusammenhang lässt sich schlussfolgern, dass die Verfolgung der Änderung des Emissionsmaxi-
mums von 335 nm zu 334 nm den sichersten Nachweis der cac für Ozarelix zulässt, da die empi-
risch beobachtete Verschiebung direkt mit der Generierung einer neuen Tyrosinatspezies ver-
knüpft wird, die bei 334 nm emittiert und erst bei beginnender Aggregation gebildet wird (Dis-
kussion in Kap. 5.1.3 und 5.1.4). Wie in Kap. 4.1.1 gezeigt wurde, lässt sich die beschriebene 
Nachweismethode für alle drei Dekapeptide unabhängig von deren strukturellen Besonderheiten 
anwenden. 
Die wesentliche Veränderung in der Struktur des Ozarelix im Vergleich zu den eng verwandten 
Peptiden Cetrorelix und Teverelix ist die Einführung einer N-Methylierung am Tyrosinrest. 
Haviv et al. schlussfolgerten, dass diese Modifikation zu einer besseren Interaktion des Peptides 
mit dem Lösungsmittel durch eine Verkrümmung des Peptidrückgrats und Einschränkung der 
Beweglichkeit führt [HAVIV et al. 1993]. Während der Aggregatbildung führt diese Veränderung 
in der Struktur zu einer Erhöhung der kritischen Aggregatbildungskonzentration um den Faktor 4 
im Vergleich zu Cetro- und Teverelix (vgl. Tab. 25). Weiterhin lässt sich aus dem fehlenden 
starken Anstieg der Intensität bei beginnender Aggregation ableiten, dass die initiale Struktur der 
Aggregate des Ozarelix anders ist, als die der nicht methylierten Peptide. 
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5.1.2 Quantenausbeute verschiedener Naphthalen- und Tyrosinspezies als Modell für 
die Veränderung der Bandenintensität der Fluoreszenzemission in Peptiden 
Die Relevanz der Aminosäuren Naphthylalanin und Tyrosin der Dekapeptide Cetro-, Teve- und 
Ozarelix für eine fluoreszenzspektroskopische Analyse wurde in Kap. 4.1 beschrieben. Es stellt 
sich die Frage, inwieweit diese Aminosäuren in bekannten Modellstudien quantitative Beiträge 
für die Ausprägung der Fluoreszenz liefern. Der Vergleich mit der Untersuchung der Quanten-
ausbeute ähnlicher fluoreszierender Spezies kann darüber Auskunft geben. Faktisch wird dabei 
der Quotient aus der Anzahl der emittierten und absorbierten Lichtquanten ermittelt. In Tab. 26 
sind für das Verständnis dieser Problematik geeignete Experimente zusammengetragen, die im 
Folgenden zusammenfassend beschrieben werden. 
Tab. 26: Bestimmung der Fluoreszenzausbeuten verschiedener Naphthalen- und Tyrosinspezies 
Molekül 
Quanten-
ausbeute 
Kurzinformation zum Experiment Literatur 
2-Methylnaphthalin A: 0,26 
B: 0,28 
in Ethanol (A) bzw.  
in Acetonitril (B) 
[MEEUS et al. 1980] 
2-Methylnaphthalin 0,32 bestimmt in Cyclohexan  [BERLMAN 1971] 
Naphthylalanin ent-
haltende Pentapeptide 
0,133 bis 
0,145 
von Enkephalinen abgeleitete zyklische 
Peptide in wässriger Lösung 
[MALICKA et al. 2001] 
Tyrosin A: 0,21 
B: 0,14 
neutrale wässrige Lösung, (A),  
Revision der Messung (B) 
[TEALE & WEBER 1957] (A) 
[CHEN 1967] (B) 
Tyrosinderivate und  
-dipeptide 
0,027 bis 
0,185 
verschiedene Derivate des Tyrosins und 
Dipeptide mit Tyrosin  
[COWGILL 1963a] 
[COWGILL 1963b] 
Tyrosin in Ribonuc-
lease A und Insulin  
A: 0,014 
B: 0,037 
Quantenausbeuten des Tyrosin in 
Ribonuclease A (A) bzw. Insulin (B) 
[COWGILL 1964] 
Tyrosinat A: 0,009 
B: 0,006 
Tyrosin in 0,12 M Natronlauge (A), 
Revision der Messung (B) 
[CORNOG & ADAMS 1963] (A) 
[RAYNER et al. 1978] (B) 
Poly-L-Tyrosin und 
Tyrosinspezies 
A: 0,069 
B: 0,014 
C: 0,23 
D: 0,03 
Poly-L-Tyrosin, Phenole protoniert (A) 
bzw. Phenole deprotoniert (B), 
Tyrosin in neutraler wässriger Lösung 
(C) und Tyrosinatspezies (D) 
[LONGWORTH & RAHN 1967] 
Tyrosinderivate mit  
phenolischer  
H-Brücke 
0,06 bis 0,12 
0,100 
0,084 
0,072 
verschiedener Tyr-His-Modelle 
N,N-Dimethylacetamid als H-Akzeptor 
N-Methylacetamid als H-Akzeptor 
Harnstoff als H-Akzeptor 
[VOICESCU et al. 2009] 
 
[LEE & ROSS 1998] 
N-Acetyltyrosinamid A: 0,19 
B: 0,11 
C: 0,05 
in 100 % Dioxan 
in 40 % Wasser, 60 % Dioxan 
in 100 % Wasser 
[NORONHA et al. 2004] 
(Werte korrigiert, nach Rück-
sprache mit der Autorin) 
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Für 2-Methylnaphthalin als Referenzsubstanz werden Quantenausbeuten von 0,26 (in 
Ethanol) bzw. 0,28 (in Acetonitril) für polare Lösungsmittel [MEEUS et al. 1980] bzw. im 
unpolaren Medium 0,32 (in Cyclohexan) bestimmt [BERLMAN 1971]. Die Fluoreszenzausbeute 
stieg leicht mit Hydrophobierung der Umgebung der aromatischen Gruppe. Malicka et al. 
untersuchten mehrere von Enkephalinen abgeleitete zyklische Peptide (Grundstruktur: X-Phe1–
c[Dab2–Pro3–Nal4–Leu5]; X = H oder NO2; Dab = 2,4-Diaminobuttersäure) mit Naphthylalanin 
als Donor (Pos. 4) und p-Nitrophenylalanin als Akzeptor (Pos. 1). Das Modell soll einen Ener-
gietransfer während der Fluoreszenz zwischen den Aminosäuren an Position 2 und 3 ermög-
lichen. Peptide mit Phenylalanin an Position 1 dienten als Referenz. Für diese Modellsubstanzen 
wurden Quantenausbeuten von 0,133 bis 0,145 in wässriger Lösung berechnet [MALICKA et al. 
2001].  
Die beschriebene Erhöhung der Fluoreszenzausbeute des 2-Methylnaphthalins durch Verwen-
dung des Lösungsmittels Cyclohexan kann in Übereinstimmung mit dem sprunghaften Anstieg 
der Fluoreszenzintensität beim Erreichen der kritischen Aggregatbildungskonzentration (vgl. 
Kap. 4.1.1 und 5.1.1) gebracht werden. Die niedrigere Polarität dieses Lösungsmittels führt bei 
den Experimenten zur Verringerung der Effekte des bereits angesprochenen Quenchings durch 
die Lösungsmittelumgebung (vgl. Kap. 4.1.2 und 5.1.1) der fluoreszierenden Spezies. Dieser 
Effekt wird in Analogie dazu bei der Generierung eines hydrophoben Kernes der Naphthylala-
ninköpfe von Cetro-, Teve- und Ozarelix in Aggregaten beobachtet. 
Für Tyrosin ergibt sich eine große Diversität der Fluoreszenzausbeute in Abhängigkeit von der 
Umgebung der Seitenkette und den betrachteten Wechselwirkungen an der phenolischen 
Hydroxylgruppe (vgl. auch Kap. 5.1.3). Gleichzeitig beeinflusst der Protonierungszustand der 
reinen Aminosäure bzw. eine N- respektive C-terminal gebundene Struktur den Charakter der 
Emission. Die ermittelten Quantenausbeuten des Tyrosins als Aminosäure, in Tyrosinderivaten, 
in seinen Peptiden oder Proteinen überstreichen daher je nach Experiment und Zielstellung einen 
weiten Bereich. Teale und Weber bestimmen die Quantenausbeute des Tyrosins in wässriger 
Lösung mit 0,21 [TEALE & WEBER 1957] und Chen entsprechend 0,14 nach kritischer Diskus-
sion des zuvor erhaltenen Wertes [CHEN 1967]. Letzterer Wert wird heute noch als Referenz ver-
wendet. Für Dipeptide und verwandte Derivate werden entsprechende Werte von 0,027 bis 0,185 
bestimmt [COWGILL 1963a, COWGILL 1963b], für Tyrosin tragende Proteine Ribonuclease A mit 
0,014 und für Insulin mit 0,037 [COWGILL 1964].  
Die Quantenausbeute für die Aminosäure in einem Protein ist stark abhängig von der Struktur 
des untersuchten Moleküls. So erhöht sich dieser Wert um etwa den Faktor 4 bei der Faltung 
(Strukturierung) am Beispiel des Proteins Histon H1 aus dem ungeordneten Zustand [GIANCOTTI 
et al. 1977, GIANCOTTI et al. 1980].  
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Bei Erhöhung des pH-Wertes verringert sich die Effizienz der Fluoreszenz des Tyrosins um das 
10- bis 20-fache [CORNOG & ADAMS 1963, KNOPP & LONGWORTH 1968] und wird bei pH-Wert 
12 nicht mehr beobachtet [COWGILL 1964, COWGILL 1965]. Jedoch kann man stattdessen eine 
Tyrosinat-Fluoreszenz mit Quantenausbeuten von 0,009 bzw. 0,006 detektieren [CORNOG & 
ADAMS 1963, RAYNER et al. 1978]. Longworth und Rahn bestimmen für Poly-L-Tyrosin (und 
Tyrosin) im Neutralen eine Quanteneffizienz von 0,069 (0,23) und 0,014 (0,03) für die ionisierte 
Form [LONGWORTH & RAHN 1967]. Die Poly-L-Aminosäure diente hier als Modell für eine vom 
pH-Wert abhängige kontrollierte Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe des 
Tyrosins. Die nach einer Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe zu beobachtende 
Tyrosinat-Fluoreszenz erscheint jedoch nur bedingt geeignet für die Beschreibung der 
Wechselwirkungen des Tyrosins mit in Wasserstoffbrücken gebundener Seitenkette.  
Für ein kovalent gebundenes Modell mit strukturell vorgegebener Wasserstoffbrücke an der 
Tyrosinseitenkette wurden Quantenausbeuten von 0,06 bis 0,12 bestimmt (Struktur vgl. Kap. 
5.1.3, Abb. 128) [VOICESCU et al. 2009].  
Für die Beschreibung von Wechselwirkungen des Tyrosins im Peptid mit zu Wasserstoff-
brückenbildung befähigten Medien werden von Noronha et al. eine Kombination von N-Acetyl-
tyrosinamid in 1,4-Dioxan-Wasser-Mischungen vorgeschlagen. Die ermittelten Quantenaus-
beuten (bei 23 °C) verringern sich sukzessive von 0,19 für reines Dioxan bis zu 0,05 für reines 
Wasser (korrigierte Werte nach Rücksprache mit der Autorin) [NORONHA et al. 2004]. Auch hier 
lässt sich, ähnlich wie bereits beschrieben, eine Erhöhung der Quantenausbeute mit zunehmender 
Hydrophobizität der Umgebung der Aminosäure beweisen. In einem weiteren Experiment 
wurden Lösungen des N-Acetyltyrosinamids untersucht, dessen phenolische Hydroxylgruppe in 
einer Wasserstoffbrücke stabilisiert vorliegt.  Dabei wurden von dem jeweiligen H-Akzeptor ab-
hängige Quantenausbeuten von 0,100 für N,N-Dimethylacetamid, 0,084 für N-Methylacetamid 
und 0,072 für Harnstoff in wässriger Lösung gefunden [LEE & ROSS 1998].  
Die Zusammenstellung beweist, dass das fluoreszenzspektroskopische Verhalten von Tyrosin 
sehr stark von dessen molekularer Umgebung abhängig ist (vgl. auch Tab. 27 in  Kap. 5.1.3). 
Insbesondere die angesprochene Formierung von anregbaren Spezies des Tyrosinats oder von 
Übergangsformen in wasserstoffbrückengebundenen Tyrosinmolekülen erscheint in diesem 
Zusammenhang interessant für die Untersuchung der Fluoreszenz der Dekapeptide, die sich 
aufgrund ihrer Struktur in Aggregaten ebenfalls durch Wasserstoffbrücken sowohl im Rückgrat 
als auch in den Seitenketten der Aminosäuren stabilisieren können. 
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5.1.3 Modelluntersuchungen zur Bandencharakteristik des Tyrosins und Bedeutung für 
die Fluoreszenzemission in Aggregaten von Cetro-, Teve und Ozarelix 
Die Erhöhung der Hydrophobizität der Umgebung von des Naphthylalanins und Tyrosins führt 
zur Erhöhung der Quantenausbeute der Fluoreszenz der emittierenden Spezies (Kap. 5.1.2). Eine 
solche Intensitätszunahme wird bei der beginnenden Aggregation von Cetro- und Teverelix beo-
bachtet (Abb. 30 in Kap. 4.1.1). Die Hydrophobierung der N-terminalen Umgebung der Peptide 
bei ihrer Zusammenlagerung wird daraus abgeleitet. Die alleinige Veränderung der Quanten-
ausbeute führt jedoch nicht zur Veränderung der Bandencharakteristik in der Fluoreszenz, wie 
sie beim Aggregationsprozess nachgewiesen wurde (Abb. 26 bis Abb. 28 in Kap. 4.1.1). 
Die Aufklärung der Vorgänge, die bei beginnender Aggregation zur Veränderung der Banden-
struktur im Fluoreszenzspektrum führen, stellt ein grundlegendes Thema für die Analyse der 
Eigenschaften der betrachteten Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix dar. Bereits Lang 
postulierte die Ausbildung einer Tyrosinatspezies als Modell für eine Spektrenveränderung mit 
geeigneten Protonenakzeptorgruppen, wie z. B. dem Stickstoff des aromatischen Ringes des Py-
ridylalanins [LANG 2005]. Deshalb erfolgte in dieser Arbeit die fluoreszenzspektroskopische 
Analyse verschiedener verkürzter Fragmente des Cetrorelix als geeignete Modelle mit ähnlichen 
Eigenschaften wie das native Peptid. Zusätzlich erfolgte die Untersuchung der fluoreszenz-
spektroskopischen Eigenschaften verschiedener Spezies des Tyrosins bzw. des Tyrosinats.  
Der Vergleich der intrinsischen Fluoreszenz der Peptide Cetro-, Teve- und Ozarelix, der 
verkürzten Fragmente Cetrorelix1-4 (Acetyl-D-Nal1(2)-D-Phe2(4Cl)-D-Pal3(3)-Ser4), Cetrorelix1-6 
(Acetyl-D-Nal1(2)-D-Phe2(4Cl)-D-Pal3(3)-Ser4-Tyr5-D-Cit6) (Kap. 4.1.3) und der Aminosäure 
D-Naphthylalanin (Kap. 4.1.1)  zeigt sehr deutlich, dass die Fluoreszenz des Tyrosins eine essen-
tielle Rolle bei der Bandenumkehr während der Aggregation spielt. Im Gegensatz zu Cetrorelix 
und der verkürzten Struktur Cetrorelix1-6 zeigt das kürzere Fragment Cetrorelix1-4, welches 
keinen Tyrosinrest besitzt, keine Veränderung des Bandenmusters. Dieses gilt selbst für 
Konzentrationen, bei denen die Aggregation visuell durch die Ausbildung einer gelartigen 
Struktur sichtbar wird. Vielmehr bleibt die typische Fluoreszenz der Aminosäure  
D-Naphthylalanin erhalten. Es wird deshalb postuliert, dass die neue Bande bei 330 nm für 
Cetrorelix und Teverelix und bei 334 nm für Ozarelix in Aggregatstrukturen (Abb. 26, Abb. 27 
und Abb. 28 in Kap. 4.1.1) durch eine Veränderung der Emission des Tyrosins hervorgerufen 
wird. Dieser Vorgang kann mit der Erzeugung einer neuen Tyrosinspezies bei beginnender 
Aggregation in Verbindung gebracht werden.  
Die Dominanz des D-Naphthylalaninrestes bei einer Anregung der Fluoreszenz (vgl. Kap. 4.1.2, 
Abb. 33) und die Veränderung der Anregungscharakteristik des Naphthylalanins bei höheren 
Konzentrationen (vgl. Kap. 4.1.2, Abb. 34) verhindern die direkte Detektion einer solchen 
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Spezies des Tyrosins im Anregungsspektrum der Dekapeptide. Jedoch können die beobachteten 
Eigenschaften der reinen Aminosäure erklärt werden. Die normale Fluoreszenzemission des 
Tyrosins – meist angeregt bei 275 nm – wird bei einem Maximum nahe 305 nm beobachtet 
[TEALE & WEBER 1957, RAYNER et al. 1978, WILLIS & SZABO 1991]. Sie kann nach der 
Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe der Aminosäure in stark basischer Lösung zu 
345 nm verschoben werden [CORNOG & ADAMS 1963].  
Die Änderung des UV-Spektrums des Tyrosins bzw. Tyrosinats in Abhängigkeit vom pH-Wert 
und damit vom Protonierungsgrad der phenolischen Hydroxylgruppe verdeutlicht eine Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von 275 nm nach 295 nm (Abb. 125). Damit wird die 
Generierung einer potentiell anregbaren Spezies in der Fluoreszenz bei höheren Wellenlängen 
demonstriert. 
  
 
Abb. 125: UV-Spektren des Tyrosins in Abhängigkeit vom pH-Wert der Lösung 
Wie für Proteine beschrieben, ist das Tyrosin bei Wellenlängen oberhalb 300 nm nicht mehr 
anregbar [LAKOWICZ 2006]. Jedoch kann das Tyrosinat bei dieser Wellenlänge aktiviert werden. 
Im Emissionsspektrum des reinen Tyrosinats (bei pH-Wert 12) kann eine bei 295 nm anregbare 
Spezies detektiert werden, die bei der für Tyrosinat typischen Wellenlänge von 345 nm emittiert. 
Im Gegensatz dazu zeigt sich für das Tyrosin (bei pH-Wert 9) die bekannte bei 275 nm anregba-
re und 305 nm emittierende Spezies (Abb. 126).  
Die Bande des Tyrosinats bei 345 nm in stark alkalischer Lösung beschreibt nur die extremste 
Form einer derartigen Fluoreszenz, da hier die Bindung zwischen dem phenolischen Sauerstoff 
und dem zugehörigen Wasserstoff zerstört wurde. Die für die freie Aminosäure beobachtete 
Emission bei 275 nm gibt die untere Grenze der Wellenlänge für die Fluoreszenz vor. Tyrosin 
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mit einer Assoziation zu einem Protonenakzeptor an der phenolischen Hydroxylgruppe zeigt eine 
Emissionsbande zwischen diesen beiden Wellenlängen. 
 
 
Abb. 126: Normierte Emission für Tyrosin (305 nm) und Tyrosinat (345 nm) in Abhängigkeit von der 
Anregungswellenlänge 
 
So wird eine Verschiebung der Fluoreszenz des Tyrosins auch bei neutralem pH-Wert beobach-
tet. Dieses wurde im Modell durch eine Übertragung des phenolischen Protons auf geeignete 
Akzeptorgruppen in einem Protein erklärt [RAYNER et al. 1978]. Willis und Szabo untersuchten 
die zeitaufgelöste Fluoreszenz von Tyrosin unter Anwesenheit verschiedener potentieller 
Protonenakzeptoren in der Lösung [WILLIS & SZABO 1991]. Dabei beobachten sie verschiedene 
Spezies des Tyrosins, die je nach Akzeptor im Bereich von 315 – 335 nm bei pH-Werten von 4,5 
bis 8,0 eine Emission zeigten (Tab. 27). Sie leiten aus den Ergebnissen ab, dass der phenolische 
Wasserstoff des Tyrosins mit einem Akzeptor eine reversible Wasserstoffbrücke ausbilden kann 
und eine im Vergleich zum isolierten Tyrosin zu höheren Wellenlängen verschobene Fluores-
zenz aus der Anregung dieses Komplexes resultiert. 
Lee et al. reproduzierten die Untersuchungen am Tyrosin nach Willis und Szabo für N-Acetylty-
rosinamid als Modell für Seitenketten des Tyrosins in Peptidstrukturen. Zur Erklärung der Fluo-
reszenzverschiebung in den Spektren schlagen sie eine mathematische Zerlegung der Spektren in 
drei Komponenten vor [LEE et al. 1992]. So können folgende Spezies zugeordnet werden: die 
„normal solvatisierte Seitenkette“, die in einer „Wasserstoffbrücke gebundene Seitenkette“ und 
eine „Verunreinigung“ (interpretiert als durch UV-Licht induzierte Bildung von Bityrosin 
[LEHRER & FASMAN 1964]). Im pH-Wert-Bereich von 6,0 bis 8,0 wurden über Wasserstoff-
brücken gebundene Spezies mit Emissionen von 319 bis 336 nm extrahiert. 
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Calbindin-D9k 
pdb-ID: 3ICB 
Adrenodoxin 
pdb-ID: 1CJE
Tab. 27: Einfluss von Protonenakzeptoren auf die Fluoreszenz des Tyrosinats [WILLIS & SZABO 1991] 
Protonenakzeptor pKa-Wert pH-Wert Emissionsmaximum 
Dihydrogenphosphat 2,15 4,5 --- 
Formiat 3,75 6,0 315 nm 
Acetat 4,77 6,0 320 nm 
Imidazol 6,99 7,5 335 nm 
Hydrogenphosphat 7,20 8,0 330 nm 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 8,36 8,0 335 nm 
 
Eine Tyrosin-Fluoreszenz bei der Wellenlänge von ca. 330 nm wurde für Adrenodoxin 
beobachtet [KIMURA & TING 1971, KIMURA et al. 1972, LIM & KIMURA 1980]. Das Protein 
besitzt nur ein Tyrosin und keine Tryptophane in seiner Struktur und ist damit sehr gut als 
Modell für die Untersuchung der Fluoreszenz des Tyrosins in Proteinen geeignet. Raman-spek-
troskopische Messungen zeigen, dass die phenolische Gruppe des Tyrosins in einer Wasserstoff-
brücke gebunden und nicht ionisiert vorliegt. Zunächst wurden zwei Glutaminsäurereste (Glu65, 
Glu68) als potentielle intramolekulare Akzeptorgruppen nach Sekundärstrukturanalyse des 
Proteins vorgeschlagen [BICKNELL-BROWN et al. 1981, LIM & KIMURA 1981]. Eine dreidimen-
sionale Struktur des Adrenodoxins wurde später zugänglich und ein funktionelles Dimer in 
seiner Tertiärstruktur vorgeschlagen [PIKULEVA et al. 2000]. Durch Betrachtung dieser Struktur 
kann eine Funktion der spezifizierten Glutaminsäurereste als Akzeptorgruppen widerlegt werden 
(Abb. 127, links). Der Tyrosinrest befindet sich an der Oberfläche des Proteins, so dass nur eine 
intermolekulare Ausbildung von Wasserstoffbrücken in diesem Dimer möglich erscheint.  
Eine 3D-Struktur, die eine solche Wechselwirkung zwischen Tyrosin und Glutaminsäure direkt 
bestätigt, ist für das Calbindin-D9k bekannt [SZEBENYI & MOFFAT 1986] (Abb. 127, rechts).  
 
 
Abb. 127: 3D-Struktur des Adrenodoxin-Dimers (links) und des Calbindin-D9k (rechts); Tyrosin rot, in der 
Literatur vorgeschlagene Glutamate als Protonenakzeptoren grün dargestellt 
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Die fluoreszenzspektroskopisch analysierte Interaktion führt zu 
einer extrahierbaren Bande des Tyrosins bei 334 nm [O’NEIL & 
HOFMANN 1987]. 
Studien für Modelle der Wechselwirkungen zwischen Tyrosin und 
Histidin mittels 2-(-5-imidazolyl)-4-methylphenol beschreiben ein 
Emissionsmaximum bei 330 nm (Struktur siehe Abb. 128) 
[VOICESCU et al. 2009]. Insgesamt wurden Spezies beschrieben, 
die im Bereich von 328 nm bis 334 nm emittieren. Diese Ver-
schiebung der Tyrosin-Fluoreszenz wurde auch hier durch die 
Ausbildung einer sterisch begünstigten intramolekularen Wasser-
stoffbrücke in den Modellstrukturen erklärt. Zusätzlich zu den in Übereinstimmung mit den 
bisher genannten Beispielen zur Tyrosinat-Fluoreszenz liegenden Emissionsbanden beschreiben 
Voicescu et al. eine Bande bei 376 nm als direkte Tyrosinat-Fluoreszenz in einem Modell für das 
Tyrosin mit Imidazol als Akzeptor in der Lösung. Eine mögliche Formierung von Excimeren des 
Tyrosins, die eine Erhöhung des Emissionsbereiches erklären könnten [LEHRER & FASMAN 
1964, KELETI 1970], wurde dabei nicht diskutiert. Eigene Untersuchungen zeigen, dass eine 
entsprechende Fluoreszenz bei dieser Wellenlänge unter den beschriebenen Bedingungen auch 
der Emission des zugesetzten Imidazols zugeordnet werden kann (vgl. Anhang 10.7). 
Die in diesem Kapitel zusammengetragenen Fakten und Modelle zur Bedeutung verschiedener 
Tyrosinatspezies und die Untersuchungen zur Veränderung der Quantenausbeute der fluoreszie-
renden Aromaten bei der Hydrophobierung ihrer Umgebung (vgl. Kap. 5.1.3) ermöglichen es 
nunmehr, die beobachtete Bandencharakteristik von Cetro-, Teve- und Ozarelix (vgl. Kap. 4.1.1 
und 5.1.1) vor und während der Aggregation dieser Peptide zu erklären.  
 
5.1.4 Entwicklung eines Zwei-Komponenten-Modells zur Erklärung der Bandenumkehr  
 
 
Die Charakteristik der Fluoreszenzemission wurde in Kap. 4.1.1 bis 4.1.3 und 5.1.1 analysiert 
und diskutiert. Ein mit umgebenden Gruppen interagierendes Tyrosin als potentielle Spezies, die 
zu einer Spektrenveränderung führt, wurde in Kap. 5.1.3 besprochen und zugehörige Quanten-
ausbeuten für entsprechende Aminosäurederivate zuvor in Kap. 5.1.2 beleuchtet.  
Nachfolgend soll die Demonstration der Spektrenumkehr anhand eines Modells aus zwei 
Spektrenkomponenten, dem „Naphthylalanin“ und dem „Tyrosin mit Wechselwirkung an der 
phenolischen Hydroxylgruppe“ erfolgen. Für die Definition eines Zwei-Komponenten-Modells 
für die Fluoreszenz der Naphthylalanin und Tyrosin tragenden Dekapeptide Cetrorelix und 
Abb. 128: Tyr-His-Modell mit 
Wasserstoffbrücke 
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Teverelix werden folgende Voraussetzungen aus den eigenen Experimenten und der Literatur 
formuliert: 
 
1. Das Emissionsspektrum des D-Naphthylalanins verändert seine Bandencharakteristik 
nicht mit ansteigender Konzentration. Der Intensitätsanstieg im Emissionsmaximum ver-
läuft nahezu linear mit steigender Konzentration. 
2. Unterhalb der Aggregationsschwelle ist keine Emission des Tyrosins bei ca. 305 nm im 
Peptidspektrum zu sehen. Von dieser Aminosäure emittiertes Licht wird auf  
D-Naphthylalanin übertragen. 
3. Mit Ausbildung von Aggregaten wird eine Wasserstoffbrücke an der phenolischen 
Hydroxylgruppe des Tyrosins gebildet. Jenes führt zur Verschiebung der Emission des 
Tyrosins zu einer Wellenlänge von 330 nm (Maximum). Diese Emission wird nicht auf 
D-Naphthylalanin übertragen und wird im Spektrum sukzessive sichtbar. 
4. Der Anteil der neuen Emissionsbande des Tyrosins steigt mit zunehmender Ausbildung 
von Aggregaten. 
 
Als Referenzspektrum für ein monomeres Peptid kann ein Spektrum von Cetrorelix, Teverelix 
oder Ozarelix bei niedriger Konzentration – d. h. deutlich unterhalb der Aggregationsschwelle – 
dienen bzw. direkt ein Spektrum des Naphthylalanins verwendet werden (Vergleichsspektren 
siehe Kap. 4.1.1; Abb. 24).  
Zur Generierung eines Fluoreszenzspektrums für das Tyrosin mit einer Interaktion der pheno-
lischen Hydroxylgruppe und anderer Gruppen (z. B. dem Carboxyl-Rest der freien Aminosäure) 
wurde eine relativ hohe Konzentration des Tyrosins (> 10 mg/ml in basischer Lösung, vgl.  
Abb. 129) analysiert, um so die Wechselwirkungen der Aminosäuren zueinander zu forcieren. 
Die Verwendung solch konzentrierter Tyrosinlösungen wurde bereits bei der Untersuchung der 
Excimerfluoreszenz der Aminosäure beschrieben [LEHRER & FASMAN 1964, KELETI 1970, 
LAKOWICZ 1991].  
Das Ziel dieses Experimentes ist es, eine wasserstoffbrückengebundene Spezies des Tyrosin zu 
erzeugen. So kann bei diesen Bedingungen in basischer Lösung eine Tyrosinbande bei 330 nm 
generiert werden, die jedoch von der reinen Tyrosinat-Emission bei 345 nm überlagert wird 
(Abb. 129). Diese charakteristische Bande für eine Interaktion des Tyrosins in einer Wasserstoff-
brücke wurde schließlich aus der Überlagerung mit der Bande des Tyrosinats bei 345 nm 
extrahiert. Für die Subtraktion zwischen 300 und 370 nm wurden geglättete Spektren verwendet 
[SAVITZKY & GOLAY 1964, STEINIER et al. 1972, MADDEN 1978].  
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Nach der bereits durchgeführten Bewertung der Quantenausbeuten der Spezies (vgl. Kap. 5.1.2) 
wurde die Fläche der Tyrosinemission auf ein Drittel der Fläche der Emission des Naphthyl-
alanins (respektive der Emission der monomeren Peptide) skaliert (Abb. 130).  
Durch Überlagerung der zwei Referenzspektren lässt sich die bekannte Bandenumkehr für die 
Peptide Cetrorelix und Teverelix nachbilden. Bis zu einer fiktiven Aggregatbildungskonzentra-
tion soll dabei nur die Intensität des Spektrums des monomeren Peptides zunehmen. Nur die 
typische Emission des Naphthylalanins wird sichtbar. Anschließend erfolgt bei beginnender 
Aggregation zusätzlich sukzessive die Addition des Tyrosinspektrums bis zum Erreichen der 
vollständigen Quantenausbeute für beide Spezies. Ebenfalls lässt sich bei der Auftragung der 
Intensitäten bei 335 nm über der fiktiven Konzentration, die kritische Aggregatbildungskonzen-
tration ablesen (Abb. 131).  
Für Ozarelix kann die Bandenveränderung folgendermaßen generiert werden. Zunächst steigt die 
Intensität der Fluoreszenz des Naphthylrestes im Ozarelix-Referenzspektrum linear im Vergleich 
zur Konzentration an. Jedoch tritt mit steigender Konzentration ein Sättigungseffekt (ein 
Quenching) der Fluoreszenzausbeute ein. Dieser führt dazu, dass die Änderung der Intensität im 
Vergleich zur fiktiven Konzentration der Probe geringer wird. 
 
 
Abb. 129: Extraktion der Bande des Tyrosins mit Wasserstoffbrücke bei 330 nm 
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Abb. 130: Referenzspektren für Naphthylalanin und Tyrosin mit Wasserstoffbrücke 
 
 
Beim Erreichen der Aggregatbildungskonzentration wird das Spektrum der neuen Tyrosinspezies 
schrittweise zum Monomerspektrum addiert. Dieses Spektrum wurde vor der Addition komplett 
um drei Nanometer zu höheren Wellenlängen verschoben, um die verschobene Tyrosinbande 
zwischen 333 und 334 nm zu simulieren. Auch für das Tyrosin tritt schließlich ein Sättigungs-
effekt für die Emission ein. Die Bandenumkehr wird abgebildet, doch die kritische Aggregatbil-
dungskonzentration kann wie im realen Experiment nicht direkt aus der Intensitätsveränderung 
abgelesen werden (Abb. 132). 
 
 
Abb. 131: Fluoreszenz-Experiment (links) und Zwei-Komponenten-Modell (rechts) für Cetrorelix 
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Abb. 132: Fluoreszenz-Experiment (links) und Zwei-Komponenten-Modell (rechts) für Ozarelix 
 
Berechnet man jedoch die Ableitungen aus der Überlagerung der zwei Referenzspektren und 
schließlich die entsprechenden Wendepunkte und Extremwerte der Graphen, so kann auch im 
Modell die kritische Aggregatbildungskonzentration für Ozarelix aus der Veränderung der Lage 
dieser charakteristischen Werte abgelesen werden. Die identische Methode wurde bereits für die 
realen Fluoreszenzspektren des Ozarelix in Kap. 5.1.1 (Abb. 123) eingesetzt. Die Lage und die 
entsprechenden Bandenveränderungen der Modellspektren in Abhängigkeit vom Aggregations-
status stimmen mit der experimentell beobachteten Charakteristik sehr gut überein und liefern so 
eine Erklärung für die zugrunde liegenden Prozesse (Abb. 133). 
 
 
Abb. 133: Wendepunkte und Extrema im Experiment (links) und Modell (rechts) für Ozarelix 
 
Aus den experimentellen Daten und dem zugehörigen Zwei-Komponenten-Modell wird folgen-
der fluoreszenzspektroskopischer Prozess abgeleitet: In monomeren Peptidstrukturen wird das 
anregende Licht der Wellenlänge 280 nm vom Naphthylalanin und Tyrosin aufgenommen. Das 
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freie Tyrosin fluoresziert bei 305 nm und ein Teil dieses Lichtes wird von Naphthylalanin 
aufgenommen. Darüber hinaus überlagert die dominierende Emission des Naphthylalanins die 
Fluoreszenz des Tyrosins. So kann erklärt werden, warum in den Peptiden bei 305 nm keine oder 
nur eine sehr schwache Tyrosinemission sichtbar ist. Das charakteristische Emissionsmuster des 
Naphthylalanins dominiert schließlich die Emission im Spektrum der monomeren Peptide. Er-
folgt die Aggregatbildung im Peptid, so geht das einher mit der Ausbildung einer Wasserstoff-
brücke der phenolischen Gruppe des Tyrosins nach Annäherung der sich zusammenlagernden 
Spezies. Wiederum werden beide Aminosäuren angeregt, doch das emittierte Licht des nunmehr 
in einer Wasserstoffbrücke interagierenden Tyrosins bei 330 nm wird nicht absorbiert, sondern 
wird neben dem Naphthylalanin im Emissionsspektrum als neue Bande sichtbar. Als Protonen-
akzeptoren werden das im Peptid vorhandene Pyridylalanin bzw. weitere geeignete Seitenketten 
(Arg, Ser) und das Peptidrückgrat selbst vorgeschlagen. Die Fluoreszenz von freiem Tyrosin, 
welches auch im Aggregat ohne Wasserstoffbrücke vorliegt, kann sowohl von Naphthylalanin 
als auch von der interagierenden Tyrosinspezies absorbiert werden (Abb. 134). 
 
 
Abb. 134: Fluoreszenzmodell der Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix im Monomer und im Aggregat 
 
 
Ausgehend von diesem Fluoreszenzmodell kann geschlussfolgert werden, dass sich während der 
beginnenden Aggregation eine hydrophobe Kopfgruppe der aromatischen Aminosäuren 
ausbildet, wobei sich die Ringe des Tyrosins und Naphthylalanins in räumlicher Nähe befinden. 
Die Hydrophobierung führt zur Erhöhung der Quantenausbeute der fluoreszierenden Spezies. 
Zusätzlich wird zur Wasserstoffbrückenbildung eine geeignete Akzeptorgruppe für das Proton 
der phenolischen Gruppe des Tyrosins benötigt, damit im Aggregat eine dem Tyrosinat ähnliche 
Fluoreszenz bei der rotverschobenen Wellenlänge beobachtbar wird. Diese kann der Stickstoff 
der Seitenkette des Pyridins sein. Alternativ können weitere Seitenketten aus dem hydrophileren 
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C-terminalen Bereich der Peptide, wie z. B. Arginin oder Citrullin, diese Rolle der partiellen 
Abstraktion des phenolischen Wasserstoffes übernehmen. 
Die vorgeschlagene räumliche Anordnung der aromatischen Gruppen und der potentiellen 
Partnerketten für die Wasserstoffbrückenbildung an den phenolischen Hydroxylresten der Tyro-
sine wird durch die Ergebnisse der Modellierung von Oktameren der Dekapeptide bestätigt 
(Kap. 4.4.8). Am Beispiel des Oktamers des Cetrorelix mit der maximalen Anzahl von Wasser-
stoffbrücken der Tyrosinreste (Kap. 4.4.8, Cluster: cetrosolvopt75 in Tab. 23) soll dieses ver-
deutlicht werden (Abb. 135). Dort sind entsprechende Donor-Akzeptor-Wechselwirkungen aus-
schnittsweise hervorgehoben. Um auch H-Brücken detektieren zu können, die nach der Docking-
Prozedur noch nicht optimal ausgebildet vorliegen, wurde die Wasserstoffbrückenanalyse nach-
folgend mit den erweiterten Parametern (Variation der Bindungslänge von 1 Å und 25° Winkel-
variation, vgl. Kap. 3.4.9) wiederholt. 
 
Abb. 135: Potentielle H-Brücken des Tyrosins; Aus-
schnitte des Cetrorelix-Oktamers cetrosolvopt75 
A: Intermolekulare H-Brücken des Tyrosins zu 
Serin als Protonendonator und zu Citrullin und 
Arginin als Akzeptor 
B: Intermolekulare H-Brücken des Tyrosins zum 
Pyridylalanin als Protonendonator und zum Peptid-
rückgrat als Akzeptor mit direkter Wechselwirkung 
zum Naphthylalanin 
C: Intermolekulare H-Brücken des Tyrosins zum 
Citrullin als H-Donor und H-Akzeptor und räum-
liche Nähe zum Naphthylalanin 
 
 
3D-Strukturen: Cetrorelix-Oktamer, Potentielle intermolekulare Brücken des Tyr Webcode A86 
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5.2 Modelluntersuchungen zur Bestimmung der Hydropathie von solvatisierten 
Aminosäuren in der MSIM-Umgebung 
5.2.1 Die Hüllstabilisierung der solvatisierten Aminosäureseitenketten 
Die Wechselwirkungen einer 4 Å dicken Wasserhülle zu dem oder den solvatisierten Molekülen 
in einem Cluster wurden als Hüllstabilisierungsenergie definiert (vgl. Kap. 3.4.7, Tab. 15). Die 
Bestimmung dieser Energie schafft eine Grundlage für die Abschätzung einer Hydropathie der 
verschiedenen Aminosäureseitenketten. Innerhalb des genutzten Modellierungssystems wurde 
für die natürlichen Aminosäuren und die nicht-proteinogenen Aminosäuren der Dekapeptide 
Cetro- und Ozarelix berechnet, um das Aggregationspotential dieser Strukturen abzuschätzen. 
Darüber hinaus kann das Modell für die Berechnung der Hydropathie beliebiger Peptide genutzt 
werden. Zunächst wurde dafür die Struktur der Aminosäuren in ihr Rückgrat und die zugehö-
rigen Seitenketten zerlegt (vgl. Kap. 3.4.6) und die Berechnung der Interaktionen auf Letztere 
beschränkt. Die Analyse der Wechselwirkungen der Aminosäureseitenketten je Wassermolekül, 
d. h. die Hüllstabilisierungsenergie je Solvensmolekül, zeigt, dass hydrophile Seitenketten wie 
Glutaminsäure oder Glutamin besonders stark stabilisiert werden (Abb. 136).  
 
Abb. 136: Coulomb- und Van-der-Waals-Hüllstabilisierungsenergie der Aminosäureseitenketten 
 
Insbesondere das Chloratom des Chlorphenylalanins geht im genutzten Kraftfeld MMFF94 nach 
der Ladungsäquilibrierung starke Interaktionen zum Wasser ein (vgl. Tab. 16 in Kap. 4.3.2). So 
errechnet sich für das Chlor dieser Aminosäureseitenkette eine sehr stark negative Partialladung 
(Mittelwert: -0,98) in den solvatisierten Clustern, die eine intensive stabilisierende coulombsche 
Wechselwirkung zu positiven Partialladungen ermöglicht. Der Trend der Polarisierung am 
Chloratom wird korrekt modelliert. Jedoch führt die starke negative Ladung nach der Äquilibrie-
rung zur Überbewertung der möglichen Wechselwirkungen an dieser Aminosäure (vgl. auch 
Abb. 137). Auch hydrophobere Aminosäuren, wie Norleucin, Leucin oder Isoleucin, zeigen eine 
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mittlere Stabilisierung. Die Antwort auf diese Beobachtung liefert die Betrachtung der Auftei-
lung der Gesamtenergie in den coulombschen und Van-der-Waals-Anteil. Es geht klar hervor, 
dass hydrophile Seitenketten eine starke coulombsche Stabilisierung zeigen. Im Gegensatz dazu 
werden hydrophobe Aminosäuren mit großer Oberfläche (vgl. Tab. 19 in Kap. 4.3.2) jedoch 
zusätzlich gut durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen stabilisiert. Als Beispiel für diesen Fakt 
sei herausgegriffen, dass die Van-der-Waals-Stabilisierung der Seitenkette des Naphthylalanins 
(-0,256 KFE/nSolvens) ca. 75 % des coulombschen Beitrages der Energie (-0,343 KFE/nSolvens) 
dieser Kette beträgt. 
Des Weiteren ist auch zu erkennen, dass eine starke coulombsche Wechselwirkung die zuge-
hörige Van-der-Waals-Energie in positive Bereiche verschieben kann, da bedingt durch die cou-
lombsche Anziehung eine minimale Überlappung der Van-der-Waals-Oberflächen resultiert. 
Dieses betrifft die Aminosäuren vom Chlorphenylalanin bis zum Threonin. Die coulombsche 
Wechselwirkung dominiert die Stabilisierung dieser Seitenketten in solvatisierten Clustern. 
Das Einbringen einer Aminosäure in eine Wasserstruktur kann als Störung dieses Systems ver-
standen werden. Die lösungsmittelzugängliche Oberfläche der betreffenden Aminosäure kann 
weiterhin als Maß für diese Störung betrachtet werden. Demgegenüber kann sich eine solche 
Kette jedoch auch an seiner Oberfläche durch die umgebende Wasserhülle stabilisieren. Beide 
Effekte wirken gegenläufig. Vergleichen wir daher die Hüllstabilisierungsenergie der solvatisier-
ten Aminosäureseitenketten mit der Stabilisierung, die ein Wassercluster mit der gleichen 
lösungsmittelzugänglichen Oberfläche besitzt (vgl. Kap. 4.3.1), so ergibt sich die in Abb. 137 
gezeigte Konstellation.  
 
Abb. 137: Hüllstabilisierungsenergie von solvatisierten Aminosäureseitenketten und Wasserclustern  
 
Die betreffenden Wassercluster mit ihren definierten Oberflächen wurden dafür nach der 
Erstellung ebenso wie die Aminosäuren mit einer 4 Å dicken Wasserhülle umgeben und deren 
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Interaktion zum eigentlichen Wasserkern bestimmt. So ist zu erkennen, dass Naphthylalanin mit 
der größten Oberfläche der Aminosäuren nur eine geringe Stabilisierung im Vergleich zu einem 
entsprechenden Wassercluster gleicher Größe zeigt. Es wird verallgemeinert erkennbar, dass 
Aminosäureseitenketten mit ihrer definierten lösungsmittelzugänglichen Oberfläche eine 
geringere Hüllstabilisierung je Solvens zeigen als die Wassercluster der gleichen Oberfläche. So 
bestätigt sich die These der Störung der Wasserstruktur durch das Einbringen eines Solvens, hier 
der Aminosäure. Eine Ausnahme bildet das Chlorphenylalanin, dessen sehr starke Stabilisierung 
bereits aus der stark negativen Partialladung am Chlor abgeleitet und bewertet wurde. Die 
Interaktion von kovalent gebundenen Halogenen mit anderen Strukturen wird bereits lange dis-
kutiert. Dementsprechend ist die von Huggins ursprünglich vorgeschlagene, von Latimer und 
Rodebush 1920 erstmals publizierte und schließlich von Pauling in den 1930er Jahren präzisierte 
Struktur der Wasserstoffbrücke mit der Funktion eines Halogens als Elektronenpaarakzeptor ver-
knüpft. Als typisches Beispiel wird das Anion [F-H-F]- mit zwei Elektronenpaaren für den ge-
bundenen Wasserstoff angeführt [LATIMER & RODEBUSH 1920, PAULING 1931]. Die sterisch 
begünstigte Ausbildung von intramolekularen Wasserstoffbrücken konnte ebenfalls schon in 
früherer Zeit am Beispiel des 2-Chlorphenols formuliert werden [PAULING 1936]. Hierdurch lässt 
sich eine solche – wenn auch schwache – Wechselwirkung sowohl für intermolekular als auch 
intramolekular stabilisierte Moleküle beschreiben [KOVÁCS & VARGA 2006]. So wurde in den 
aromatischen Systemen des p-Chlorfluorbenzols und p-Dichlorbenzols die Wechselwirkung mit 
der Hydroxylgruppe des Methanols modelliert [RIEHN et al. 2000, TARAKESHWAR et al. 1999].  
Bei der Stabilisierung des Peptidaggregates wäre eine solche Wechselwirkung für die Dekapep-
tide Cetrorelix oder Ozarelix auch für die Hydroxylgruppen der Seitenketten des Serins bzw. 
Tyrosins mit dem Halogen des Chlorphenylalanins denkbar (vgl. dazu Kap. 4.6). 
5.2.2 Nachweis von Wasserstoffbrücken der Aminosäureseitenketten zur Wasserhülle 
 
Eine Stabilisierung des Moleküls durch die Ausbildung von Wasserstoffbrücken zum Wasser 
ermöglicht eine zusätzliche Kategorisierung der Wechselwirkungen zum Solvens. Ein direkter 
Zugang zu diesen Parametern ist jedoch nicht direkt im Kraftfeld MMFF94 möglich. Die Vielfalt 
der möglichen Wasserstoffbrücken wurde daher durch die große Anzahl der modellierten und 
gedockten Konformere vorgegeben. Die Ermittlung der potentiellen Wasserstoffbrücken mit der 
Vorformulierung einer im Kraftfeld nicht vorgesehenen Möglichkeit zur Abstraktion bzw. 
Anlagerung eines Protons an Aminosäuren ist weiterhin wichtig, da im Modell auf die explizite 
Formulierung von (de-) protonierten Spezies verzichtet wurde. 
 Die Auswertung dieser potentiellen Interaktionen erfolgte anschließend durch die Analyse der 
fertigen solvatisierten Cluster (Tab. 17 in Kap. 4.3.2) mittels Chimera-Programm (Kap. 3.4.9). 
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Hier zeigt ein Vergleich, dass Wassercluster der gleichen Oberfläche (vgl. Kap. 4.3.1) wie die 
Cluster entsprechender Aminosäuren durch eine größere Anzahl von Wasserstoffbrücken stabi-
lisiert werden (Abb. 138). Jenes bestätigt, dass das Einbringen eines zu lösenden Stoffes in das 
Lösungsmittel Wasser die Ordnung und Stabilisierung der Wassermoleküle stört und das Modell 
funktioniert. Mögliche Wasserstoffbrücken am Halogen des Chlorphenylalanins wurden nicht 
berechnet. Die besondere coulombsche Hüllstabilisierung am Chloratom des Aromaten wurde 
jedoch bereits in Kap. 5.2.1 gekennzeichnet. Aus diesem Ergebnis abgeleitet ist es sinnvoll, sich 
auf diesen ungerichteten und abstandsabhängigen elektrostatischen Beitrag für die Stabilisierung 
der Seitenkette zu beschränken. 
 
 
Abb. 138: Potentielle Wasserstoffbrücken für Aminosäureseitenketten und Wassercluster 
 
5.2.3 Vorschlag einer Hydropathieskala für explizit solvatisierte Aminosäuren im 
Modellierungssystem MSIM/EVOCAP 
Die verschiedenartigsten Skalen für die Bestimmung der Hydropathie wurden einleitend in Kap. 
1.3.4 vorgestellt. Daraus abgleitet soll hier eine Skala für die genutzte Modellierungsumgebung 
MSIM/EVOCAP vorgeschlagen werden, die einerseits die energetische Hüllstabilisierung der 
gedockten solvatisierten Cluster berücksichtigt als auch den Status der potentiellen Wasserstoff-
brücken in diesen Strukturen. 
Die vorgeschlagenen vier Energieterme – Hüllstabilisierung des Wasserclusters, Hüllstabilisie-
rung des Aminosäureclusters, die Summe der Wasserstoffbrückenenergien der Wassercluster 
und die Summe der Brückenenergien der Aminosäuren (vgl. Kap. 4.3.1 und 4.3.2) – ermöglichen 
die Berechnung einer Hydropathie der betrachteten Aminosäuren. Das System eines beliebigen 
solvatisierten Aminosäureclusters wird durch seine Interaktion zur Wasserhülle und die 
Ausbildung von potentiellen Wasserstoffbrücken zu dieser Hülle stabilisiert. Gleichzeitig erfolgt 
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eine Störung des Lösungsmittels durch das Einbringen der Aminosäure in die wässrige Um-
gebung. Die vorgestellten Überlegungen werden nun auf die konkreten Ergebnisse angewendet 
(Formelbox 6). 
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Im Kraftfeld wird dazu zunächst die Summe der Hüllstabilisierungsenergie und die Energie der 
potentiellen Wasserstoffbrücken der je 1000 solvatisierten Aminosäurecluster berechnet (vgl. 
Kap. 4.3.2). Die Störung der Lösungsmittelumgebung durch die betrachtete Aminosäure wird 
durch die Ermittlung der Hüllstabilisierungsenergie eines solvatisierten Wasserclusters gleicher 
lösungsmittelzugänglicher Oberfläche (vgl. Abb. 44 in Kap. 4.3.1) und der Energie seiner poten-
tiellen Wasserstoffbrücken (vgl. Abb. 45 in Kap. 4.3.1) approximiert. Die erhaltenen Werte für 
Stabilisierung und Störung werden schließlich voneinander abgezogen. 
Der Term für die Wasserstoffbrückenstabilisierung der reinen solvatisierten Wassercluster domi-
niert in dieser Berechnung die Ermittlung der Gesamtenergie. Deshalb erfolgt eine skalierte 
Form der Berücksichtigung dieses Terms als Ersetzung aus der um einen Faktor F modifizierten 
Hüllstabilisierungsenergie des Clusters. Das Vorgehen ist anwendbar, da diese Energie im reinen 
Wassercluster durch Wasserstoffbrücken bestimmt wird. Der Faktor ergibt sich als Quotient aus 
der mittleren Wasserstoffbrückenenergie der berechneten Wassercluster (-69,37 KFE) und der 
mittleren Wasserstoffbrückenenergie für Aminosäureseitenketten (-46,31 KFE) im betrachteten 
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Kraftfeld (Abb. 46 in Kap. 4.3.1 und Tab. 18 in Kap. 4.3.2). Weiterhin wird die Summe der 
Energien der Wasserstoffbrücken in den Aminosäuren durch ihre mittlere Energie angenähert 
und dieser Wert mit der Anzahl der detektierbaren H-Brücken multipliziert. Das Ergebnis dieser 
Betrachtungen wird als mittlere Stabilisierungsenergie des Clusters durch das Lösungsmittel 
(ESolvStab) in Formelbox 6 zusammengefasst.  
Mit dem so generierten Modell gelingt es, die Hydropathie der Aminosäuren als Stabilisierungs-
energie ihrer Seitenketten abzuschätzen (Abb. 139).  
 
Abb. 139: Hydropathie der Aminosäuren als mittlere Stabilisierungsenergie der Cluster 
 
Auf Basis der so erzeugten Skala, wurden die Aminosäuren der Normierung nach Cornette un-
terzogen [CORNETTE et al. 1987] (Abb. 140). Die nicht-proteinogenen Aminosäuren der Deka-
peptide Cetro- und Ozarelix wurden dabei in der Skala berücksichtigt. 
 
Abb. 140: Hydropathie der Aminosäuren (normiert nach [CORNETTE et al. 1987] vgl. Kap. 1.3.4) 
 
Aufgrund der fehlenden Ionisierung bestimmter basischer Seitenketten wie Lysin oder Arginin 
dominieren die hydrophoben Eigenschaften dieser Gruppen in der Skalierung. Die Formierung 
von Wasserstoffbrücken stellt die Grundlage für eine folgende Protonierung bzw. Deprotonie-
rung dar (vgl. Kap. 1.3.2). Dieser Schritt kann im Kraftfeldmodell für die zu modellierenden 
Peptide durch die Interaktion verschiedener Seitenketten bzw. im Rückgrat und durch Brücken-
bildung zu den angedockten Wassermolekülen der solvatisierten Cluster abgebildet werden.  
Die so berechnete Hydropathie ermöglicht die Abschätzung der hydrophilen und hydrophoben 
Eigenschaften der Aminosäureseitenketten im Rahmen der Modellierungsumgebung. Alle Ketten 
wurden dabei ungeladen modelliert. Die Berücksichtigung der potentiellen Wasserstoffbrücken 
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der Ketten ermöglicht dennoch eine Abschätzung des Wirkens bestimmter Seitenketten als Pro-
tonendonator bzw. -akzeptor. 
 
5.3 Bedeutung der aromatischen Interaktionen in hydrophoben Peptidclustern 
5.3.1 Einfluss der Größe des aromatischen Systems auf aromatische Wechselwirkungen 
Eine allgemeine Abhandlung über die aktuelle Einordnung der π-π-Wechselwirkungen wird 
durch Grimme gegeben [GRIMME 2008b, GRIMME 2008a]. Modellsysteme mit π-π-gestapelten 
Dimeren von Aromatenmodellen für Benzen, Naphthalen, Anthracen und Tetracen erreichen ihre 
zunehmende Stabilisierung in erweiterten Dichtefunktionaltheorieberechnungen (B2PLYP-D-
Methode) fast ausschließlich durch die Beträge der Dispersionsenergien. Vergleichend dazu wur-
den die aliphatischen Analoga der Strukturen untersucht.  
Die aliphatischen und aromatischen Ausgangsmoleküle für die quantenchemischen Berech-
nungen wurden in der Modellierungsumgebung dieser Arbeit eingebunden und analysiert  
(vgl. Kap. 4.4.4). Auf der Ebene des klassischen MSIM/EVOCAP-Systems mit MMFF94-
Kraftfeld mit zusätzlicher Ladungsäquilibrierung lässt sich zunächst erkennen, dass die Abstände 
von optimierten aromatischen Dimeren mit zunehmender Ringzahl abnehmen, wobei die 
Abstände der aliphatischen Dimere im gleichen Maßstab konstant bleiben (Abb. 141). 
  
 
 
 
Abb. 141: Abstände der Aromaten und der aliphatischen Analoga zwischen der B2PLYP-D-Methode nach 
Grimme und nach der Optimierung und Ladungsbewertung in der MSIM-Umgebung (vgl. Kap. 4.4.4) 
  
Ein wesentlicher Vorteil des hier verwendeten Modellierungssystems gegenüber dem Standard-
MMFF94-Kraftfeld mit statischen Ladungsinkrementen für bestimmte Atomtypen (vgl. Kap. 
1.2.4 und [HALGREN 1996b]) ist, dass durch die zusätzlich genutzte Methode der dynamischen 
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Ladungsäquilibrierung der modellierten Atome die jeweilige Geometrie und die inter- und intra-
molekulare Polarisation der Moleküle berücksichtigt werden. 
Der stabilisierende vdW-Effekt der aromatischen Systeme gegenüber den aliphatischen Analoga 
lässt sich auch verdeutlichen, wenn die Energien über die zunehmende Ringzahl aufgetragen 
werden (Abb. 142). Die Summe der vdW-Interaktionen aus der Energieaufteilungsanalyse 
[MOROKUMA 1971] der quantenchemischen Rechnungen von Grimme bestätigt diese Beo-
bachtung. Die Dispersionsenergien werden im DFT-D-Modell (B2PLYP-D) nach Grimme als 
weitreichende Van-der-Waals-Energien beschrieben. 
 
 
 
 
Abb. 142: Interaktionsenergien der Aromaten und der aliphatischen Analoga zwischen der B2PLYP-D-
Methode nach Grimme und der vdW-Wechselwirkung berechnet in der MSIM-Umgebung (vgl. Kap. 4.4.4) 
 
Die Analyse zeigt, dass die Interaktionen der Aromaten mit einem bzw. zwei Ringen dominie-
rend über Dispersionswechselwirkungen beschrieben werden. Erst bei größeren Arenen wird ein 
π-π-Stapeleffekt sichtbar. So können Stapel der kleineren Aromaten Benzen und Naphthalen als 
reine Van-der-Waals-Komplexe betrachtet werden, da diese Energien die Interaktion der Ringe 
dominieren [JOHNSTON et al. 2008, BRAUN et al. 1999, JORGENSEN & SEVERANCE 1990].  
Die so spezifizierten Wechselwirkungen stellen eine wichtige Möglichkeit für die Assoziation 
der Peptide dar. In den modellierten Strukturen können solche Anordnungen nach der Docking-
Prozedur und in den Dynamikstudien nachgewiesen werden (vgl. Kap. 4.5 und 4.6). Eine 
interessante Beobachtung konnte in diesem Zusammenhang für die optimierten Dimere des 
Ozarelix gemacht werden. Das Molekülaggregat mit der stärksten vdW-Interaktion für die 
Naphthylreste (-4,7 KFE, vgl. Abb. 63 in Kap. 4.4.5) zeigt zusätzliche vdW-Wechselwirkungen 
mit den zugehörigen Tyrosinresten der Moleküle. Es resultiert ein geordneter Stapel der vier 
Aromaten (Abb. 143).  
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Abb. 143: π-π-Stapel aus Tyrosin und Naphthylalanin in Ozarelix-Dimeren  
 
 
Ozarelix-Dimer, vierfache aromatische Stapel des Nal und Tyr 
Ozarelix-Dimer vdW-Interaktion zwischen Nal und Nal (farbig skaliert)  
Webcode A52 
Webcode 052
 
Werden die möglichen π-π-Wechselwirkungen zugeordnet [MCGAUGHEY et al. 1998], lassen 
sich acht individuelle Ring-Ring-Interaktionen detektieren. Die Abstände der Zentren liegen 
zwischen 3,8 und 5,0 Å. Zusätzlich zeigt der eine 
Ring des Chlorphenylalanins eine vdW-Stabili-
sierung senkrecht zu den planparallel liegenden 
Ringen des Naphthylalanins (Abb. 144). Weitere 
Beispiele für stabilisierende vdW-Interaktionen 
des Naphthyl- bzw. Chlorphenylalanins sind in 
Anhang 10.8 dargestellt. Die modellierte Lage 
der aromatischen Ringe des Tyrosins und 
Naphthylalanins im Aggregat bestätigt auch die 
Möglichkeit eines Energietransfers zwischen den 
Aminosäureseitenketten, wie in Kap. 5.1.4 für 
das Fluoreszenzmodell der aggregierenden Spe-
zies der Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix 
diskutiert wurde (vgl. auch Kap. 4.1.1).  
Bong und Ghadiri beschreiben Dimere zwischen 
den cyclischen Peptiden cyclo[(-L-Phe-D-N-Me-Ala-XXX-D-N-Me-Ala)2] (XXX = L-hPhe bzw. L-
Leu) mit Hilfe der Röntgenkristallographie und NMR [BONG & GHADIRI 2001]. Es wurde eine 
Assemblierung der Peptide in β-faltblattartiger Dimer-Struktur nachgewiesen, wobei sich aroma-
 
 
 
Abb. 144: π-π-Interaktion der Ringe des Tyr-Nal-
Nal-Tyr im Ozarelix-Dimer und vdW-Interaktion 
mit Cl-Phe (stabilisierende Ringsysteme rot, Ab-
stände der Zentren in Å) 
 
B
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tische Wechselwirkungen über Reste des Homophenylalanins, Phenylalanins bzw. Leucins aus-
bilden. Im Rückgrat formieren sich die faltblattartigen Wasserstoffbrückenmuster. 
Die Abstände der wechselwirkenden aromatischen Spezies liegen dabei zwischen 4,6 und 6,6 Å, 
wobei die aromatischen Ringe ausnahmslos in räumlicher Nähe zueinander angeordnet sind 
(Abb. 145). Die dirigierende Wirkung der hydrophoben Domänen zur gerichteten Anordnung 
von Peptidketten, die auch in den hydrophoben Aggregaten der Modelle dieser Arbeit nachge-
wiesen wurde (Kap. 4.5), wird dadurch bestätigt. Schon beim einfachsten modellierten Peptid-
modell mit zwei hydrophoben aromatischen Seitenketten ist eine derartige Ausrichtung in den 
gedockten Dimeren des Diphenylalanins zu beobachten (Abb. 145). 
 
 
 
 
Abb. 145: Dimere mit hydrophober Interaktion der Aromaten, links: Peptid 3 mit XXX= L-hPhe [BONG & 
GHADIRI 2001], rechts: solvatisiertes Phe-Phe-Dimer aus dem Docking in der MSIM-/EVOCAP-Umgebung 
 
Der Austausch der Phenylalaninreste durch Leucin in den vorgestellten Analysen von Bong und 
Ghadiri [BONG & GHADIRI 2001] führt zur Generierung von interdimeren aliphatischen Wech-
selwirkungen als Ersatz für die aromatische Stabilisierung, ähnlich wie sie für die Paare NFG-
AIL/NAGAIL bzw. DFNKF/DANKA mit dem Austausch des Phenylalanins durch Alanin in 
Kap. 4.5.1 und 4.5.2 detektiert werden konnte. 
Auch für das aggregierende Peptid KLVFFAE werden stabile vdW-Interaktionen der Aromaten 
detektiert. Die typische Stapelbildung, die bei Cetro- und Ozarelix beobachtet wurde,  lässt sich 
auch in diesem Modell mit mehreren hydrophoben Assoziationspunkten nachweisen. Drei Ringe 
bilden einen intra- und intermolekularen Stapel mit Abständen der Zentren von ca. 4,1 Å. Der 
vierte Ring liegt T-förmig mit einem Abstand von 4,5 Å auf. Lage und Interaktion werden in 
Abb. 146 dargestellt. 
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Abb. 146: π-π-Stapel in Dimeren des KLVFFAE (stabilisierende vdW-Interaktion rot, Abstände in Å) 
 
 
KLVFFAE-Dimer Interaktion der Phenylalaninreste im Dimer 
KLVFFAE-Dimer vdW-Interaktion der Aromaten (Farbskala) 
Webcode 064
Webcode 065
 
In verschiedenen hydrophoben Peptidmodellen wurde wiederholt die günstige Anordnung der 
aromatischen Reste nachgewiesen. Tab. 28 kennzeichnet die Dimension der intermolekularen 
Abstände und Wechselwirkungen verschiedener Paare interagierender aromatischer Spezies der 
MSIM/EVOCAP-Umgebung. Hierbei ist die besonders starke Stabilisierung von Dimeren durch 
die N-terminalen Naphthylalaninreste in den Strukturen des Cetro- und Ozarelix hervorzuheben. 
Anhand der modellierten Aggregate des Cetrorelix und Ozarelix lässt sich dieses übereinstim-
mend bestätigen (Abb. 143 in Kap. 5.3.1, Abb. 166 in Kap. 5.4.4 und Kap. 4.6.1). 
Tab. 28: Interaktion verschiedener Aromaten in den gedockten Dimeren von Peptiden in MSIM/EVOCAP 
Peptid Wechselwirkung*  Abstand der Zentren vdW-Interaktion 
Cetrorelix Nal-Nal 3,9 … 4,2 Å -5,60 KFE 
Ozarelix Nal-Nal 3,9 … 4,0 Å -4,70 KFE 
DFNKF DFNKF-DFNKF 4,0 Å  -2,98 KFE 
 DFNKF-DFNKF 3,8 Å -2,97 KFE 
 DFNKF-DFNKF 3,9 Å -2,75 KFE 
NFGAIL NFGAIL-NFGAIL 3,9 Å -3,11 KFE 
KLVFFAE KLVFFAE-KLVFFAE 4,1 Å -2,87 KFE 
 KLVFFAE-KLVFFAE 3,7 Å -2,82 KFE 
 KLVFFAE-KLVFFAE 4,2 Å -2,70 KFE 
NAGDVAFV NAGDVAFV-NAGDVAFV 4,1 Å -2,97 KFE 
FF FF-FF 4,0 Å -2,99 KFE 
 FF-FF 4,0 Å -2,78 KFE 
 FF-FF 4,1 Å -2,64 KFE 
NHVTLSQ His-His 3,9 Å -2,01 KFE 
QVLHTSN His-His 3,9 Å -1,81 KFE 
KHDSMAE His-His 4,5 Å -1,80 KFE 
VLPF Phe-Phe 3,7 Å -3,03 KFE 
YPGDV Tyr-Tyr 3,8 Å -3,65 KFE 
* Analysierte Aromatenringe der Peptide wurden in der Sequenz jeweils durch Unterstreichung hervorgehoben. 
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5.3.2 Interaktion der Histidinreste in Peptiden 
 
Die Ausbildung von stabilen Stapeln der nicht protonierten Histidinreste konnte für die erstellten 
Cluster der Peptide NHVTLSQ, QVLHTSN und KHDSMAE nachgewiesen werden (vgl.  
Abb. 82 in Kap. 4.5.3). In der pdb-Datei der Kristall-
struktur einer Histidinkinase (pdb-Code: 2R78, Abb. 
147) ist zu erkennen, dass deren Histidinreste als 
paarweise Stapel vorliegen [ZHANG et al. 2009].  
Ausgehend von dieser Beobachtung erfolgte in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Jungwirth die Untersuchung 
der Interaktion sowohl für ungeladene als auch pro-
tonierte Ketten des Histidins, d. h. bei neutralem 
bzw. saurem pH-Wert, für das Dipeptid N-Acetyl-
His-His-Methylamid [HEYDA et al. 2010]. Auch dort 
wurden 3D-Strukturen mit Histidinstapeln detektiert. 
Der Abstand zwischen den nicht protonierten Histi-
dinringen beträgt dabei 4,6 Å und die Stickstoffe der Ringe mit der vom Vorzeichen her gleichen 
Partialladung liegen gegeneinander versetzt vor (vgl. Abb. 148, unveröffentlichte pdb-Struktur 
mit freundlicher Genehmigung von Prof. Jungwirth). Die gleichen Beobachtungen wurden für 
die in dieser Arbeit modellierten Dimere der 
Peptide NHVTLSQ, QVLHTSN und KHD-
SMAE gemacht (vgl. Kap. 4.5.3). Die detek-
tierten Ringabstände betragen: 3,9 Å; 3,9 Å 
und 4,5 Å.  
Die individuellen pK-Werte ionisierbarer 
Gruppen in Proteinen sind davon abhängig, 
wie zugänglich diese sind, welche Interak-
tionen mit anderen polaren Gruppen oder 
spezifischen Ionen möglich sind und welche 
Ionenstärke in der Umgebung vorhanden ist [HUYGHUES-DESPOINTES et al. 2003]. Unter den 
Aminosäureseitenketten sind die Histidinreste besonders sensitiv für die genannten Faktoren 
[BEATTY et al. 2002]. Der „Standard“-pK-Wert der Imidazolseitenkette liegt im physiologischen 
Bereich und beträgt etwa 6 [JAKUBKE & JESCHKEIT 1982]. Jedoch wird die effektive Säurestärke 
einer individuellen Histidingruppe im Protein sehr stark von dessen Umgebung beeinflusst 
[BROWNE et al. 1976, KHANDOGIN & BROOKS 2006, MIYAGI & NAKAZAWA 2008]. Der 
Protonierungsgrad einer Seitenkette kann selbst innerhalb eines physiologischen Systems stark 
 
Abb. 147: Histidinkinase mit Paaren des His 
(pdb-Code: 2R78) [ZHANG et al. 2009] 
 
 
Abb. 148: Versetzte His-His-Stapel [HEYDA et al. 2010] 
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variieren. Beispielsweise wird die Verschiebung des pK-Wertes eines Histidinrestes von 7,3 hin 
zu einem Wert kleiner als 3,5 während des Spleißens des RecA-Proteins aus Mycobacterium 
tuberculosis beobachtet [DU et al. 2009]. Eine gegensätzliche pK-Verschiebung wird zum 
Beispiel bei der katalytischen Reaktion von Cytochrom b2 (Laktatdehydrogenase, EC 1.1.2.3) 
für das im aktiven Zentrum beteiligte Histidin postuliert. Zunächst wirkt es als Base mit einem 
für Histidin normalen pK-Wert von etwa 6,0 im oxidierten Enzym. Im reduzierten Zustand ergibt 
sich ein pK-Wert von ca. 9,1 [LEDERER 1992, RAO & LEDERER 1998]. Eine ähnliche Beo-
bachtung ergab sich für (ohne Zn2+) kristallisiertes Insulin. Am Histidin in Position 10 der B-
Kette wurde für die deuterierte Spezies eine Protonierung auch bei stark alkalischem pD-Wert 
von 9 detektiert. Der Rest wird im Peptid-Dimer durch Wasserstoffbrücken zum Peptidrückgrat, 
durch Wechselwirkungen zu einem Wassermolekül und das negative Potential eines Glutamin-
säurerestes stabilisiert [ISHIKAWA et al. 2008]. 
 
 
 
 
Abb. 149: Interaktion von Histidinresten im Prolaktin (pdb-Code: 1N9D, links; 1RW5, rechts)  
 
 
Für die individuellen Histidinreste im Prolaktin wurden pK-Werte von 5,8 bis 6,6 ermittelt, für 
eine Seitenkette sogar ein noch niedrigerer Wert von 5,0. Die Protonierung dieses Restes würde 
zur Destabilisierung der lokalen Interaktion im Bereich des Histidins führen, da jenes im Inneren 
der Tertiärstruktur des Proteins verborgen liegt. So wird die Verringerung des pK-Wertes erklärt 
[TETTAMANZI et al. 2008]. Es wurden starke Wechselwirkungen zwischen drei Histidinresten an 
Position 27, 30 und 180 festgestellt. Betrachtet man bekannte pdb-Strukturen des Proteins (z. B. 
pdb-ID: 1N9D [KEELER et al. 2003] oder 1RW5 [TEILUM et al. 2005]), so sind ebenfalls Stapel 
dieser drei Aminosäurereste erkennbar (Abb. 149). Verschiedene Experimente zur Interaktion 
von Histidinresten sind in Tab. 29 zusammengefasst. Interessant erscheint, dass die Struktur 
NHVTLSQ, welche im Experiment aggregiert [IVANOVA et al. 2004], die größte berechnete 
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Interaktion von -2,01 KFE zeigt. Für das nicht aggregierende Peptid QVLHTSN kann zwar der 
gleiche Abstand der Aromatenringe (3,9 Å) detektiert werden, jedoch ist die Interaktion 
(-1,81 KFE) geringer. Beim ebenfalls nicht aggregierenden Peptid KHDSMAE ist sowohl der 
Abstand der interagierenden Ringe mit 4,5 Å deutlich größer als auch die Wechselwirkung mit 
-1,81 KFE geringer ausgeprägt. Die Funktion der Modellierungsumgebung MSIM mit der 
Docking-Prozedur in EVOCAP wird anhand dieses Beispiels anschaulich demonstriert. 
 
Tab. 29: Abstand der Histidinreste verschiedener Peptidstrukturen und berechnete Interaktionsenergien 
Peptid Wechselwirkung  Abstand der Zentren vdW-Interaktion 
Prolaktin [TEILUM et al. 2005] His-His 5,6 Å --- 
Prolaktin [KEELER et al. 2003] His-His 5,0 Å --- 
Histidinkinase [ZHANG et al. 2009] His-His 3,6 … 3,9 Å --- 
Histidylhistidin [HEYDA et al. 2010] His-His 3,7 Å --- 
NHVTLSQ His-His 3,9 Å -2,01 KFE (MSIM) 
QVLHTSN His-His 3,9 Å -1,81 KFE (MSIM) 
KHDSMAE His-His 4,5 Å -1,80 KFE (MSIM) 
 
5.4 Modellvorstellungen zur Aggregation der Dekapeptide Cetrorelix und 
Ozarelix 
5.4.1 Struktur der Monomere der Dekapeptide 
 
Die Stabilisierung und Strukturierung von Proteinen wird durch die Ausbildung von Wasser-
stoffbrücken des Peptidrückgrats in Sekundärstrukturen [EISENBERG 2003, PAULING et al. 1951] 
und die hydrophobe Assoziation solcher Strukturen zu Tertiärstrukturen [KAUZMANN 1959] 
unter Mitwirkung weiterer Interaktionen (z. B. Coulombsche Stabilisierung in Seitenketten, 
Salzbrücken, kovalente Schwefelbrücken) erreicht. Beide Prozesse stehen in Wechselwirkung 
zueinander. Die Anordnung der durch Wasserstoffbrücken stabilisierten Strukturen kann dabei 
bei der Assoziation durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen und hydrophobe Effekte gesteuert 
werden [BELLESIA et al. 2010, XIONG et al. 1995, CHOTHIA 1984]. 
Eine Folge der energetischen Interaktion ist die Optimierung der hydrophoben Kontakte bei 
Maximierung der Anzahl der Wasserstoffbrücken. Für globuläre Proteine spielt die Ausbildung 
eines definierten hydrophoben Kernes die wesentliche Rolle für die resultierende native Tertiär-
struktur [DILL 1990, DILL et al. 1995].  
Die zusammengefassten Überlegungen zur Ausbildung von Sekundär-/Tertiärstrukturen in Pro-
teinen sollen im Folgenden auf die in dieser Arbeit untersuchten deutlich kleineren Strukturen 
übertragen werden. Für die GnRH-Antagonisten Cetrorelix und Ozarelix sind im monomeren 
Zustand keine dominierenden bevorzugten Sekundär- und Tertiärstrukturen bekannt [LANG 
2005, RATTEI 2002]. Ein langer Weg wurde seit der Isolation und ersten Beschreibung der 
Eigenschaften des GnRH durch Schally et al. zurückgelegt [SCHALLY et al. 1971]. Inzwischen 
wurde für das native GnRH-Peptid eine pdb-Struktur (pdb-Code: 1YY1, zuletzt modifizierte 
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GnRH Cetrorelix
Ozarelix D-Phe6-GnRH
Version vom 24.02.2009) veröffentlicht. Die zugehörige Publikation zur 3D-Struktur steht wei-
terhin aus (Stand vom Februar 2014). Die Experimente für das „native“ GnRH wurden nach per-
sönlicher Information der Autoren analog zu den von ihnen veröffentlichten Bedingungen der 
NMR-Untersuchungen zum GnRH-Agonisten Leuprolide durchgeführt [PAPPA et al. 2011]. Es 
konnte – wie für GnRH vorausgesagt [KUTSCHER et al. 1997] – eine Schleife im Ser4-Tyr5-Gly6-
Leu7-Segment beobachtet werden. Eine analoge Überlegung zur Faltung wurde, ebenfalls NMR-
spektroskopisch gestützt, für Cetrorelix zwischen Tyr5-Arg8 getroffen [MÜLLER et al. 1994]. Die 
beschriebene native GnRH-NMR-Struktur soll als Referenz für die Faltung der monomeren 
GnRH-Analoga dienen, die in dieser Arbeit modelliert wurden, da für diese Strukturen keine 
Vorzugsstrukturen bekannt sind. Aus den Clustern des Cetrorelix, Ozarelix und für D-Phe6-
GnRH wurden aus diesem Grund die Monomere extrahiert, die eine gute Ähnlichkeit der 
Torsionswinkel mit dem Peptidrückgrat der GnRH-Struktur zeigen (Abb. 150, vgl. Kap. 3.4.6). 
 
 
Abb. 150: Sekundärstruktur des GnRH, Cetrorelix, Ozarelix und D-Phe6-GnRH mit H-Brücken 
 
 
Für Cetrorelix und D-Phe6-GnRH wird die Ausbildung einer vergleichbaren faltblattartigen Sta-
bilisierung im Peptidrückgrat zusätzlich durch die Darstellung der vollständigen molekularen 
Strukturen verdeutlicht (Abb. 151). Eine Schleife wird für alle Strukturen erkennbar. Diese wird 
durch intramolekulare Wasserstoffbrücken stabilisiert. Die strukturspezifisch detektierbaren 
Wasserstoffbrücken der Monomere sind in Tab. 30 zusammengefasst. 
 
Diskussion 
 195
 
Abb. 151: Faltblattartige Strukturen des Cetrorelix (links) und D-Phe6-GnRH (rechts) mit H-Brücken 
 
 
GnRH, gefaltete Primärstruktur (Bearbeitung der Datei mit pdb-Code: 1YY1) 
GnRH, detektierbare Sekundärstruktur (Bearbeitung der Datei mit pdb-Code: 1YY1) 
Cetrorelix, gefaltete Primärstruktur 
Cetrorelix, potentielle Sekundärstruktur 
Ozarelix, gefaltete Primärstruktur 
Ozarelix, potentielle Sekundärstruktur 
D-Phe6-GnRH, gefaltete Primärstruktur 
D-Phe6-GnRH, potentielle Sekundärstruktur 
Webcode 043 
Webcode 044 
Webcode 045 
Webcode 046 
Webcode 047 
Webcode 048 
Webcode 049 
Webcode 050 
 
Tab. 30: Wasserstoffbrücken der GnRH-Struktur und der ausgewählten solvatisierten Peptid-Monomere der 
vier GnRH-Analoga mit ausgeprägter Schleifenstruktur aus der Modellierung 
Molekül Detektierte Wasserstoffbrücken der Peptid-Monomere 
 GnRH  
(pdb-Code: 1YY1) 
2x Arg8-SC zu Gly10-BB(CO)  
1x Ser4-SC zu Leu7-BB(CO) Schleife  
1x Trp3-BB(CO) zu Tyr5-BB(NH) 
 Cetrorelix 
(Cluster: 110) 
2x Arg8-SC zu Pro9-BB(CO) 
1x Tyr5-BB(CO) zu Arg8-BB(NH), Schleife 
1x Tyr5-BB(NH) zu Arg8-BB(CO)   faltblattartige Anordnung 
1x D-Pal3-BB(CO) zu Ala10-BB(NH) 
 Ozarelix 
(Cluster: 879) 
1x Arg8-SC zu Hcit6-BB(CO) 
1x Ser4-BB(CO) zu Nle7-BB(NH), Schleife 
1x N-Me-Tyr5-BB(CO) zu HCit6-SC(NH) 
1x Hcit6-BB(CO) zu Arg8-BB(NH) 
 D-Phe6-GnRH 
(Cluster: 590) 
1x Arg8-SC zu Tyr5-SC 
1x Trp3-BB(CO) zu terminalem H2N-Amid 
1x Tyr5-BB(CO) zu Arg8-BB(NH), Schleife 
1x Tyr5-BB(NH) zu Arg8-BB(CO)    faltblattartige Anordnung 
1x Trp3-BB(CO) zu Gly10-BB(NH)   
BB … Rückgratkette (Backbone), SC … Seitenkette (Sidechain); CO … Carbonyl; NH … Amid  
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Die Stabilisierung der Strukturen erfolgt durch eine Faltung der Peptidkette in der Mitte des 
Moleküls. Die Anordnung der Wasserstoffbrücken unterstützt die Schleifenbildung. Insbeson-
dere für Cetrorelix und D-Phe6-GnRH lassen sich sehr regelmäßige faltblattartige Anordnungen 
detektieren (vgl. Abb. 151). Die in der Literatur vorgeschlagene Bildung einer Schleife im 
Bereich des Tyrosins wird somit untermauert. Für die flexiblen kleinen GnRH-Analoga wurde 
im NMR-Experiment keine starre sekundäre Vorzugsstruktur gefunden. Dennoch kann im 
Modell eine sehr ausgeprägte intramolekulare Stabilisierung der Monomere mit mehreren 
Wasserstoffbrücken anhand der gezeigten Peptidcluster beobachtet werden. Dieses ist ein 
deutlicher Hinweis auf verschiedene stabile Monomer-Strukturen, die sich leicht ineinander 
umwandeln können. Das Wissen über die Geometrie dieser solvatisierten Moleküle ist wesent-
lich für die Entwicklung eines Aggregationsmodells, da sich aus diesen Strukturen Dimere aus-
bilden können, die den initialen Schritt der Aggregation darstellen. 
 
5.4.2 Bedeutung der hydrophoben Seitenketten der Peptide für ihre Aggregation 
 
Die Bedeutung von unterschiedlich derivatisiertem Naphthalen für eine Aggregation/Gelbildung 
konnte anhand von N-terminal modifizierten Dipeptiden demonstriert werden. Es wurde unter 
anderem eine minimale Konzentration für eine Gelbildung für Naphthalen enthaltende Peptide 
abgeschätzt (Tab. 31). Zu beachten ist hier, dass in dieser Studie die Ausbildung eines festen 
Gels als kritischer Parameter für die Konzentrationsbestimmung für die Dipeptidstrukturen 
gewählt wurde. Trotz der sehr ähnlichen Struktur dieser Dipeptide variieren die bestimmten 
Werte um den Faktor 40 [CHEN et al. 2010, YANG et al. 2007].  
 
Tab. 31: Kritische Gelbildungskonzentration für verschiedene Naphthalen enthaltende Dipeptide 
Dipeptid  
[CHEN et al. 2010] 
mgc  
in % 
Dipeptid  
[YANG et al. 2007] 
mgc 
in % 
Ala-Gly --- Gly-Gly 0,10 
Ala-Ala 2,85 Gly-D-Ala 0,07 
Ala-Val 2,65 Gly-Ala 0,07 
Phe-Gly 0,40 Gly-Ser 0,08 
Phe-Val 0,75 Gly-Val --- 
Phe-Phe 0,50 Gly-Leu --- 
O
Dipeptid
O
 
 
mgc: Minimale Gelbildungskonzentration 
 
 
Für die Dekapeptide Cetrorelix, Teverelix und Ozarelix konnten die kritischen Aggregations-
parameter bestimmt werden (vgl. Kap. 4.1.1, 5.1.1; Hinweis zur Umrechnung: 1 % ≙ 10 mg/ml). 
Die als kritische Konzentrationen für eine beginnende Aggregation bestimmten Werte 
(cCAC Cetrorelix = 0,038 mg/ml, cCAC Teverelix = 0,048 mg/ml, cCAC Ozarelix = 0,153 mg/ml) liegen im 
Vergleich zu den Dipeptidstrukturen etwa eine Zehnerpotenz niedriger. Auch hier ist die Varia-
tion der Aggregatbildungskonzentration in Abhängigkeit von der geringfügig veränderten Pri-
märstruktur der Peptide um den Faktor 4 zwischen Cetrorelix und Ozarelix erkennbar, wobei die 
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Konzentrationen zwischen Cetrorelix und Teverelix sehr ähnlich sind. Es zeigt sich, dass termi-
nale Gruppen des Naphthalens besonders als Startpunkt für die Assoziation und folgende Gelbil-
dung dieser Strukturen geeignet sind. 
Ein weiteres Experiment verstärkt die Rolle von Derivaten des Naphthalens als Initiator einer 
gerichteten Assoziation. Der Austausch der Phenylalaninseitenketten an Position 19 und 20 des 
aggregierenden Fragments Aβ1-40 des Amyloid-ß-Peptides (Kap. 1.4.3, Abb. 7) durch 1- bzw.  
2-Naphthylalaninseitenketten führt zur Hydrophobierung der Struktur in ihrem Kern. Im Gegen-
satz zu den nicht modifizierten Strukturen kann durch Circulardichroismusspektroskopie für die 
an Position 19 modifizierte Struktur zunächst eine initiale Zusammenlagerung der Peptide in 
einer Zufallsstruktur mit anschließender Umorientierung zu β-Faltblattstrukturen nachgewiesen 
werden. Eine stabile Endstruktur (keine Änderung im CD-Spektrum) wird erst nach sechs Tagen 
beobachtet [LI 2008]. Das gleiche Verhalten zeigt sich für die Dekapeptide Cetro-, Teve- und 
Ozarelix. Die umfangreichen Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe beweisen, dass ein stabiles 
Fluoreszenzspektrum und eine sichere Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzen-
tration erst nach sieben Tagen Inkubation der Proben erhalten werden können (vgl. Kap. 3.5.5) 
[BEIL 2012, HEMPELT 2012, SCHNEIDER et al. 2010, LANG 2005, RATTEI 2002]. Visuell sind 
dabei eine Zunahme der Viskosität der Proben und die Ausbildung des Gels, besonders für 
Konzentrationen weit oberhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentration, zu  
beobachten. Ein Beispiel für diesen Prozess ist in Kap. 4.1.3 im Rah-
men der Untersuchung der verkürzten Fragmente der Dekapeptide be-
schrieben und in Abb. 152 dargestellt. Auch hier liegt die Ausbildung 
von faltblattartigen Strukturen zugrunde. 
 Für die Ausbildung einer Nanostruktur werden drei Schritte angenom-
men: Ausgehend von den in Lösung freien Molekülen, erfolgt die ge-
ordnete Anlagerung von bestimmten Molekülgruppen und schließlich 
die Ausbildung von übergeordneten Nanostrukturen. Die bestimmen-
den Wechselwirkungen sind hierbei ionische, hydrophobe Interaktionen 
und die Ausbildung von Wasserstoffbrücken [ULIJN & SMITH 2008]. Die Ausbildung von 
Stapeln von Naphthalengruppen kann die folgende Assemblierung größerer geordneter Struk-
turen induzieren [ADAMS & TOPHAM 2010]. Die raumgreifenden Ringe dieser Aromaten begüns-
tigen bei diesem Prozess die planare Anordnung dieser Gruppen und die Ausbildung geeigneter 
initialer Interaktionen zwischen den aggregierenden Molekülen. Durch die Anlagerung weiterer 
Moleküle kann sich als Ergebnis ein stabiler hydrophober Kern ausbilden. 
Die interessanten Beobachtungen können auf die in dieser Arbeit untersuchten Dekapeptide 
übertragen werden. Fluoreszenzspektroskopisch konnte nachgewiesen werden, dass eine stabile 
 
Abb. 152: Stabile Gel-
struktur des Cetrorelix1-4 
bei 0,5 mg/ml nach 7 d 
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A
B
Bandenform und Intensität in der Emission nach sieben Tagen Inkubation erreicht wird [LANG 
2005, SCHNEIDER et al. 2010]. Die Orientierung in faltblattartigen Strukturen konnte infrarot-
spektroskopisch ebenfalls detektiert [RATTEI 2002] und im Modell nachgewiesen werden (vgl. 
Kap. 4.4.7). 
Für die Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix kann die Assoziation der Naphthylalaninseiten-
ketten als erster Schritt für die Aggregation betrachtet werden. Weitere Möglichkeiten zur Zu-
sammenlagerung ergeben sich über die folgenden N-terminalen hydrophoben Aminosäuren 
Chlorphenylalanin, Pyridylalanin und Tyrosin bzw. N-Methyltyrosin (vgl. Abb. 63, Abb. 64 und 
Abb. 68 in Kap. 4.4.5, Kap. 4.4.8 und Dynamik-Simulationen in Kap. 4.6).  
Für die weitere Stabilisierung und Formierung von größeren Aggregaten ist die Ausbildung von 
intermolekularen Wasserstoffbrücken im 
Clusterkern notwendig. Die Verteilung der 
hydrophoben und hydrophilen Bereiche 
der in dieser Arbeit modellierten Cetro- 
und Ozarelix-Monomere wurde mit Hilfe 
des Programmes Marvin [CHEMAXON 
2011] ermittelt. Zur Darstellung wurden 
die Konformere mit dem größten Gyra-
tionsradius verwendet (Kap. 4.2.1). Es 
wurden die gewichteten Verteilungskoeffi-
zienten [BLOCH 1995, KLOPMAN et al. 
1994, SRC 2011, VISWANADHAN et al. 
1989] der Strukturfragmente der Peptide  berechnet. Bei der Betrachtung der Hydropathie in den 
Strukturbereichen von Cetrorelix und Ozarelix (Abb. 153) sind das hydrophile Rückgrat, 
welches sich über das gesamte Molekül erstreckt, der hydrophobe N-Terminus beider Strukturen 
mit Naphthylalanin und Chlorphenylalanin als Abschluss und die hydrophilen Bereiche des C-
Terminus mit Arginin und Citrullin bzw. Homocitrullin erkennbar. Die Struktur der Dekapeptide 
kann mit der eines Tensids verglichen werden. Die gerichtete Zusammenlagerung mehrerer 
Moleküle mit diesen amphiphilen Eigenschaften kann aus der Analyse der Hydropathie 
vorausgesagt werden. Die makroskopische Ausprägung dieser Eigenschaften lässt sich durch die 
Bildung von Micellen (vgl. Kap. 4.1.1 und 5.1.1), Fibrillen (Abb. 161 und Abb. 162 in Kap. 
5.4.4) oder gelartigen Strukturen (vgl. Abb. 152) beweisen. Für die in Kap. 5.2.3 vorgeschlagene 
Hydropathieskala  für die Modellierungsumgebung MSIM/EVOCAP ergibt sich die in Abb. 154 
dargestellte Verteilung als Hydropathieplot für die Sequenzen von Cetrorelix und Ozarelix. 
 
Abb. 153: Hydropathie des Cetro- (A) und Ozarelix (B) 
mit Hilfe des Programmes Marvin [CHEMAXON 2011],  
blau: hydrophobe Bereiche, rot: hydrophile Bereiche 
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Abb. 154: Hydropathieplot von Cetro- und Ozarelix des Hydropathie-Modells für MSIM/EVOCAP 
 
Die Ähnlichkeit der Eigenschaften von Cetro- und Ozarelix lässt sich auch im Vergleich der Hy-
dropathieplots dieser Peptide beobachten. Der hydrophobe N-Terminus mit den ersten drei Aro-
maten ist gut zu erkennen. Die hydrophile Stabilisierungsmöglichkeit folgt darauf im Zentrum 
der Peptide im Bereich Serin, Tyrosin/N-Me-Tyrosin und Citrullin/Homocitrullin. Besonders der 
Beitrag der potentiellen Wasserstoffbrückenbildung an diesen Seitenketten erklärt diesen Fakt. 
Die Hydrophilie des Argininrestes wird aufgrund der fehlenden Protonierung zu schwach 
eingeschätzt. Schließlich folgen mit Prolin und Alanin hydrophobe Aminosäuren, die das Peptid 
C-terminal abschließen.  
5.4.3 Ausbildung faltblattartiger Struktur in Di- und Oligomeren des Cetro- und Oza-
relix unter Stabilisierung der initialen Aggregate durch Wasserstoffbrücken 
 
Die Ausbildung von β-Faltblättern beschreibt eine wesentliche Eigenschaft von amyloidbilden-
den Peptiden [SIPE 2005, SIPE 1992] und kann die Gelbildung in solchen Strukturen auslösen 
[ELGERSMA et al. 2006, MA et al. 2010]. Die strukturelle Zusammensetzung der modellierten 
Peptidcluster der Dekapeptide soll in diesem Zusammenhang diskutiert werden. Die berechneten 
Cluster wurden dafür im Hinblick auf ihre Sekundärstrukturanteile analysiert. Durch die alleini-
ge Analyse aller Cluster anhand der Winkel im Peptidrückgrat (vgl. Abb. 21 in Kap. 3.4.6) 
lassen sich keine dominierenden Veränderungen der global detektierbaren Sekundärstrukturen 
Helix, Faltblatt und Zufallsstruktur mit zunehmender Aggregatgröße (Mono- bis Oktamer) beo-
bachten. Der mittlere Anteil der einzelnen Strukturen bleibt konstant unabhängig von der Clus-
tergröße (Übersicht der Sekundärstrukturen in Tab. 32 und exemplarischer Verlauf der mittleren 
Faltblattanteile in Abb. 155). 
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Tab. 32: Mittlere Sekundärstrukturanteile für Aggregatcluster (Werte fast konstant bis hin zu Oktameren.) 
Peptid Helix Faltblatt Ungeordnet 
  Cetrorelix  10 %  58 % 32 % 
  Ozarelix 9 % 62 % 29 % 
 
Dennoch ist es in dieser Arbeit gelungen, die Zunahme der Neigung zur Assoziation in faltblatt-
artiger Anordnung mit steigender Aggregatgröße nachzuweisen. Dafür wurde die Spannweite der 
faltblattartigen Bereiche in den je 1000 Clustern von den Mono- bis zu den Oktameren berechnet 
und die untere Grenze, d. h. der minimale Anteil an detektierbaren faltblattartigen Bereichen, 
ermittelt. Dieser Wert erweist sich als sensitives Maß für die Zunahme der faltblattartigen 
Anordnung mit Zunahme der Aggregatgröße (Abb. 155). Sind in den je 1000 solvatisierten 
Monomeren für Cetrorelix und Ozarelix noch Winkelkombinationen zu finden, die nur 10% 
definierter Faltblattanordnung entsprechen, so lassen sich bereits in Clustern der Dimere keine 
Strukturen mehr detektieren, die weniger als 30 % faltblattartige Assoziation enthalten. Dieser 
Trend verstärkt sich mit zunehmender Aggregatgröße für beide Peptide.  
Im genutzten Docking-Modell erfolgt nur im Rahmen der Optimierung vor und nach der Solva-
tation der Cluster eine Umorientierung der Strukturen. Eine globale Veränderung der Struktur ist 
nicht zu erwarten. Jedoch können aus der Vielzahl der Strukturmöglichkeiten besonders interes-
sante Aggregate extrahiert werden. So kann bewiesen werden, dass die vdW-Stabilisierung der 
Oktamere mit steigendem Faltblattanteil zunimmt. Aggregate, die sich in Faltblattstrukturen as-
soziieren, sind energetisch stabiler (vgl. Kap. 4.4.7: Abb. 71). 
 
 
Abb. 155: Minimal detektierbare und mittlere Faltblattanteile in Aggregaten des Cetro- und Ozarelix  
In diesem Zusammenhang erscheint es interessant, die besondere Struktur der beiden Dekapep-
tide zu betrachten. Die Ausbildung von faltblattartigen Strukturen bedingt die Anordnung des 
Peptidrückgrats in dafür geeigneten Kombinationen der φ- und ψ-Torsionswinkel. Ein Rama-
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chandran-Plot gibt über die bevorzugten Winkelkombinationen Auskunft. Jedoch liegen für 
Cetro- und Ozarelix Kombinationen von D- und L-Aminosäuren vor. Für D-Aminosäuren kann 
der entsprechende Plot der Winkelkombinationen durch Drehung der Darstellung der Achsen um 
180° erhalten werden (vgl. Kap. 3.4.6) [KUMAR & RAMAKRISHNAN 2010]. Für beide Peptide 
lautet die Konfigurationsfolge der Cα-Atome der Aminosäuren vom N-Terminus ausgehend:  
D-D-D-L-L-D-L-L-L-D. Der N-terminale hydrophobe D-Block kann sich fortlaufend falt-
blattartig stabilisieren. Die durchgeführten Dynamik-Studien (Kap. 4.6.4) belegen diesen Fakt. 
Serin folgt als erste L-Aminosäure und unterbricht die Folge. Jedoch kann sich in diesem beson-
deren Fall die H-Brückenstabilisierung entweder durch die Seitenkette in einer „Pseudo-D-Win-
kelausrichtung“ oder in einer „normalen“ L-Anordnung über das Rückgrat fortsetzen (vgl. dazu 
Kap. 3.4.6: Abb. 21 und Abb. 22). Der erste Weg führt dabei zu einer Lockerung der Faltblatt-
struktur, da die Seitenkette eine größere räumliche Freiheit in der Anordnung der Peptide zuein-
ander erlaubt. Die folgende wechselnde Folge von D- und L-Aminosäuren und der Knick im Pep-
tidrückgrat, verursacht durch Prolin, führt zur Auflösung der strengen Faltblattstruktur im C-Ter-
minus. Jedoch erlauben hier die hydrophileren Aminosäuren Citrullin/Homocitrullin und Arginin 
die Reorganisierung der Wasserstoffbrückenstabilisierung (vgl. Kap. 4.6.4). 
Durch die Analyse der Veränderung der mittleren Gyrationsradien (vgl. Kap. 4.2.1) der Peptid-
cluster kann eine beginnende Neuorientierung und Neuordnung der Strukturen während der Zu-
sammenlagerung zu größeren Aggregaten nachgewiesen werden (Abb. 156).  
 
Abb. 156: Auffaltung der einzelnen Peptide des Cetro- und Ozarelix mit steigender Aggregatgröße 
 
Im Rahmen des Modells kann eine beginnende Auffaltung, d. h. die Vergrößerung des Gyra-
tionsradius der einzelnen Peptidmoleküle, bei Zunahme der Aggregatgröße vom Monomer zum 
Tetramer hin beobachtet werden. In den hydrophoben nicht solvatisierten Oktameren verstärkt 
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sich nochmals dieser Trend. Hier lassen sich im Vergleich zu den kleineren von Wasser umgebe-
nen Aggregaten, die größten mittlere Radien für die Peptidmoleküle detektieren 
Es zeigt sich auch, dass die zunehmend hydrophobe Umgebung in modellierten Oktameren 
(keine Wasserhülle) eine neue tertiäre Ordnung der Peptide begünstigt und eine lokale Verände-
rung der Sekundärstruktur vorliegt. Mit steigender Aggregatgröße nimmt die mittlere Interaktion 
(d. h. Minimierung der Interaktionsenergie) der Naphthylreste zu (Abb. 157). 
  
 
Abb. 157: vdW-Interaktionsenergie des Naphthylalanins mit steigender Aggregatgröße 
 
Dieses lässt sich als Beleg für die Verstärkung der Wechselwirkung der hydrophoben Domänen 
in Aggregaten der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix interpretieren und spricht für die zunehmen-
de Ausrichtung der N-Termini zueinander beim Aufbau der Aggregate. 
Eine sich auf Sekundärstrukturmerkmale aufbauende tertiäre Anordnung der Aminosäureketten 
mit einer möglichen Neuordnung bestimmter Bereiche kann aufgrund der geringen Zahl der 
Bausteine im Dekapeptid erst in Aggregatstrukturen mit mehreren Moleküleinheiten erfolgen. In 
Kap. 4.4.2 wurde die Entwicklung der intra- und intermolekularen Wasserstoffbrücken von 
solvatisierten Monomeren bis hin zu Tetrameren der beiden Dekapeptide untersucht (Abb. 158). 
Die mittlere Anzahl der intramolekularen Wasserstoffbrücken im Peptid nimmt vom Monomer 
zum Dimer hin zu. Der direkte Nachbar eines Peptidmoleküls steuert die intramolekulare 
Assoziation in der Struktur. Schon ein wechselwirkender Partner ist jeweils ausreichend für 
diesen Prozess in kleinen Aggregaten. In sukzessive gedockten und solvatisierten Clustern vom 
Dimer bis hin zum Tetramer bleibt die intramolekulare Stabilisierung durch Wasserstoffbrücken 
nahezu konstant. Im Kontrast dazu steigt die intermolekulare Brückenstabilisierung der Peptide 
stetig mit der Aggregatgröße an. Dieses spricht für eine Neuorientierung der Struktur bei der 
Ausbildung von Aggregaten. Intramolekulare Brücken liegen bereits sehr gut formiert vor. 
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Intermolekulare Interaktionen und daraus resultierende Brückenbildung werden durch den 
Positionierungsalgorithmus des Dockings [BLANCO 1991, DRACHE 1999] formiert.  
  
 
Abb. 158: Wasserstoffbrücken in solvatisierten Monomeren und Aggregaten des Cetrorelix und Ozarelix 
 
Eine komplette Umfaltung des Peptidrückgrats kann durch das genutzte Modell mit dem 
statischen Docking mit lokaler Geometrie- und Energieoptimierung nur begrenzt erfolgen. Eine 
strukturelle Anpassung, z. B. vom Zufallsknäuel zu einer gestreckten Konformation, ist nicht 
möglich. 
Aus dieser Einschränkung heraus erweitern die durchgeführten Dynamik-Simulationen der Di-
mere des Cetro- und Ozarelix die statischen Dockingexperimente. In Kap. 4.6 werden die ver-
schiedenen Möglichkeiten der gerichteten Assoziation mit Anpassung im Peptidrückgrat und der 
Wasserstoffbrückenbildung anhand von Dimeren des Cetro- und Ozarelix beschrieben (vgl.  
Kap. 4.6.4).  
Der Effekt der sekundären Umorientierung bei Ausbildung von größeren Aggregaten, sowohl für 
intra- als auch intermolekulare Interaktionen, kann im statischen Dockingexperiment durch die 
Modellierung größerer Cluster in hydrophober Umgebung mit Geometrieoptimierung verstärkt 
werden. Ausgehend vom solvatisierten Tetramer zu einem hydrophoben Kern eines Aggregates 
– modelliert als Oktamer ohne entsprechende Solvathülle – ist nun wiederum eine Zunahme der 
inter- und intramolekularen Brückenstabilisierung zu beobachten. Die Ausbildung von 
potentiellen Wechselwirkungen und die H-Brückenformierung zu einer Wasserhülle werden in 
den Clustern der Oktamere ausgeschlossen. Der mittlere Anstieg der Zahl der intermolekularen 
Brücken für beide Peptide ist etwa 1,6-mal so groß wie für die intramolekulare Stabilisierung 
(vgl. Kap. 4.4.2, Abb. 56). 
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Im speziellen Fall der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix ist das Zusammenspiel von hydro-
phobem Kopf mit seinen hydrophoben aromatischen Aminosäuren und hydrophilem C-Terminus 
mit mehreren flexiblen Seitenketten geeignet, faltblattartige Strukturen auszubilden. Die Formu-
lierung einer geordneten Struktur mit Wasserstoffbrücken im Peptidrückgrat muss gewährleistet 
sein. Diese Fähigkeit konnte für beide Peptide nachgewiesen werden, wobei beim Wechsel von 
den D-Aminosäuren zu den L-Aminosäuren ein Knick in der Struktur resultiert. Im Bereich 
zwischen Serin und Tyrosin erfolgt eine Richtungsänderung in der Anordnung des Rückgrats. 
Eine universelle Stabilisierung im nachfolgenden Bereich erfolgt durch die Aminosäuren Argi-
nin und (Homo-)Citrullin. Die Aminosäure Serin besitzt durch diese strukturellen Besonderhei-
ten der Peptide eine zentrale Rolle für die Stabilisierung im Zentrum der Peptide. Diese Seiten-
kette kann als flexibler Ersatz für eine durch die D-L-Umkehr verhinderte Brücke dienen. Dieses 
gilt besonders für Ozarelix, dessen Stickstoff am Tyrosin durch N-Methylierung für eine 
Brückenbindung blockiert ist. Diese Modifikation führt zur Einschränkung der sterischen Anord-
nung der Atome im Peptidrückgrat. Am Beispiel von 1000 solvatisierten Monomeren beider 
Peptide kann für das Ozarelix eine deutliche Clusterung für die φ-ψ-Rückgratwinkel des methy-
lierten Tyrosins im Vergleich zum freien Tyrosin des Cetrorelix beobachtet werden (Abb. 159).  
 
 
Abb. 159: φ-ψ-Winkel des Tyrosins für die solvatisierten Monomere von Cetro-/Ozarelix überlagert mit der 
isoenergetischen Kontur für N-Ace-N-Me-N’-Me-trans-L-Ala-NH2 (rechts) [MANAVALAN & MOMANY 1980] 
 
Eine übereinstimmende Einschränkung der günstigen Rückgratanordnungen für methylierte Pep-
tide konnte für entsprechende Modelle des Alanins, Phenylalanins und der im Zentrum N-me-
thylierten Derivate des Enkephalins (N-Me-Phe, N-Me-Met) bzw. GnRH (N-Me-Leu) in der 
Simulation nachgewiesen werden [MANAVALAN & MOMANY 1980]. Als Beispiel wurde in Abb. 
159 die isoenergetische Kontur des Modellpeptids N-Ace-N-Me-N’-Me-trans-L-Ala-NH2 einge-
fügt. Die Lage der energetisch günstigen Linien stimmen sehr gut mit der Clusterung der Winkel 
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am methylierten Tyrosin des Ozarelix überein. Weiterhin verringert eine Methylierung die 
Tendenz zur Planarität der Peptidbindung im betrachteten Modell. Die Veränderung der Aggre-
gationsneigung von Ozarelix im Vergleich zu Cetrorelix (vgl. Kap. 5.1.1) stellt die reale 
Ausprägung der modellierten Eigenschaften dar. 
 
 
5.4.4 Gelbildung hydrophober Peptide und Formierung amyloidartiger, fibrillärer 
Strukturen 
Die physikochemischen Eigenschaften der Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix wurden in 
unserer Arbeitsgruppe bereits eingehend experimentell untersucht. Um die Abläufe und das 
Ergebnis der Aggregation der hydrophoben Dekapeptide zu verstehen, wurden verschiedene 
bilderzeugende Systeme eingesetzt. Die Methode der Laserrastermikroskopie [EICHLER 2007] 
verdeutlicht die dreidimensionale Ausdehnung der fibrillären Strukturen des aggregierten Cetro-
relix mit einem Durchmesser von mehreren Mikrometern. Im Gegensatz zum Cetrorelix konnte 
beim Ozarelix mit dieser Methode keine ausgeprägte Bildung von Fibrillen nachgewiesen 
werden. Hier bilden sich lokale Clusterkügelchen. Für Teverelix resultiert ein deutlich struktu-
riertes Netzwerk mit starken Fibrillen (Abb. 160). 
 
 
Abb. 160: Laserrastermikroskopie-Aufnahmen verschiedener Fibrillen des Teverelix [EICHLER 2007] 
 
 
3D-Laserrastermikroskopie von Cetrorelix mit der Sonde Prodan markiert 
3D-Laserrastermikroskopie von Ozarelix mit der Sonde Prodan markiert 
3D-Laserrastermikroskopie von Teverelix mit der Sonde Prodan markiert 
Webcode 092 
Webcode 093 
Webcode 094 
 
Die Aussagen lassen sich durch Aufnahmen der Transmissionselektronenmikroskopie ergänzen 
und aufgrund der größeren Auflösung dieser Methode verfeinern. Cetrorelix (Lösung: 500 µg/ml 
in 10 mM Ammoniumacetat) bildet ein Netzwerk mit zusätzlichen Aggregatkügelchen der Größe 
von etwa 30 bis 50 nm aus (Abb. 161) [KICK 2007]. Die sichtbaren Netze ähneln den fibrillären 
Strukturen, wie sie für amyloidbildende Peptide beschen werden. 
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Abb. 161: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Cetrorelix (cCetrorelix = 500 µg/ml) [KICK 2007] 
 
 
 
Die Aufnahmen der Transmissionselektronenmikroskopie zeigen für Ozarelix die Ausbildung 
eines Netzwerkes in Bereichen oberhalb der kritischen Aggregatbildungskonzentration (10-fache 
cac) und die Ausbildung von lokalen kugelartigen Ablagerungen von etwa 20 bis 30 nm Durch-
messer (cOzarelix = 2300 µg/ml; vgl. Abb. 162). Die Experimente belegen visuell, dass Ozarelix 
im Vergleich zu Cetrorelix, erst bei höheren Konzentrationen zur Ausbildung von geordneten 
fibrillären Strukturen befähigt ist. Diese Eigenschaft kann primär mit der verringerten Flexibilität 
im Peptidrückgrat aufgrund der Methylierung der Aminogruppe des Tyrosins an Position 5 des 
Dekapeptides erklärt werden. Gleichzeitig erfolgt die Verhinderung der Bildung von Wasser-
stoffbrücken mit dem Rückgrat im zentralen Bereich des Peptides. Das führt zur Verringerung 
der Möglichkeit zur intra- und intermolekularen Stabilisierung der Moleküle in diesem Bereich. 
 
 
Abb. 162: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Ozarelix (cOzarelix = 2300 µg/ml) [KICK 2007] 
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Die Ausbildung von netzwerkartigen Gelstrukturen 
wurde ebenfalls für das Peptid NFGAIL mikrosko-
pisch dokumentiert. Diese weisen in der Struktur eine 
große Ähnlichkeit zu den Gelaufnahmen der unter-
suchten Peptide Cetro- und Ozarelix auf (Abb. 163).  
Shi et. al untersuchten Derivate des Phenylalanins als 
Modelle für Gelbildner durch die Kopplung verschie-
dener hydrophober Systeme am Aminostickstoff [SHI 
et al. 2011]. Unter anderem wurden in der Studie 
Moleküle mit gekoppelten Naphthalenderivaten hergestellt und die ausgebildeten Gele der Ver-
bindungen elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 164, vgl. auch Studien zur Gelbildung von 
[CHEN et al. 2010, YANG et al. 2007] in Kap. 5.4.2: Tab. 31). 
 
Abb. 164: Gelbildung eines Naphthalenderivates des Phenylalanins [SHI et al. 2011] 
 
Die beobachtete netzartige Struktur erinnert ebenfalls stark an die Gele von Cetro- und Ozarelix. 
Gleichzeitig stimmt die Anordnung zweier hydrophober aromatischer Systeme in unmittelbarer 
molekularer Nachbarschaft gut mit der N-terminalen Kopfgruppe der Aminosäuren Naphthyl- 
und Chlorphenylalanin der Dekapeptide überein. Es konnte mittels fluoreszenzspektroskopischer 
Analyse nachgewiesen werden, dass eine Interaktion der hydrophoben Aromaten nach der Dime-
risierung der Strukturen stattfindet. Die Analogie zwischen der Struktur und den Eigenschaften 
der von Shi et. al untersuchten Moleküle zu Cetro-, Teve- und Ozarelix weist einen Weg für die 
nähere Erklärung der Vorgänge der Aggregation dieser Moleküle. 
Aus der N-terminalen Kopplung einer Naphthalengruppe an die Pentapeptide VTEEI, VYGGG 
und YGFGG resultiert die Eigenschaft dieser Strukturen Gele zu bilden. Neben der Hydropho-
bierung des N-Terminus werden die Möglichkeiten der Ausbildung von Wasserstoffbrücken im 
Peptid und weitere hydrophobe Seitenketten für die Ausrichtung der Strukturen für eine 
Gelbildung diskutiert [MA et al. 2010]. Die Ausbildung der hydrophoben Kernstruktur wird 
dabei als treibende Kraft zur Formierung von Wasserstoffbrücken gesehen. Interessant erscheint 
in diesem Zusammenhang, dass die Naphthalen enthaltenden Derivate der Pentapeptide GA-
 
Abb. 163: Amyloidfibrillen (NFGAIL) 
[TENIDIS et al. 2000] 
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BA
GAS, GVGVP und VPGVG keine Gele ausbilden. Die individuelle Struktur der Peptide und die 
Hydrophobizität der ersten N-terminalen Aminosäuren spielt also eine wesentliche Rolle für die 
Aggregationsneigung. 
Die strukturelle Stabilisierung kleinerer hydrophober Peptide durch hydrophobe Assoziation und 
Wasserstoffbrückenbildung lässt sich auch im Computermodell der kleineren Fragmente des 
Cetrorelix beobachten. Durch eine Analyse der Dimere des Fragmentes Cetrorelix1-6 nach inter-
molekularen Interaktionen lassen sich zwei Strukturen detektieren, die durch fünf (A) bzw.  
vier (B) intermolekulare und weitere intramolekulare Wasserstoffbrücken stabilisiert werden 
(Abb. 165). In Struktur A werden für die Tyrosinseitenkette eine intermolekulare und eine intra-
molekulare Wasserstoffbrücke zum Peptidrückgrat bzw. zur Citrullinseitenkette detektiert. Die 
weitere intermolekulare Brückenbildung erfolgt zwischen Citrullin und Serin, Pyridylalanin und 
dem Peptidrückgrat und dem Amid am Ende des Peptides mit dem Peptidrückgrat. Die aro-
matische Interaktion erfolgt über Cluster des Tyrosins und Chlorphenylalanins auf intermoleku-
larer Ebene. Gleichzeitig kann, wie schon für Ozarelix bestimmt (vgl. Abb. 143 in Kap. 5.3.1), 
eine intramolekulare Wechselwirkung für Tyrosin und Naphthylalanin erkannt werden. In Struk-
tur B existieren eine intramolekular stabilisierte Schleife und vier intermolekulare Brücken zwi-
schen dem Peptidrückgrat. 
 
 
Abb. 165: Wasserstoffbrücken in zwei Dimeren des Cetrorelix1-6 (Molekül 1 grün umrandet) 
 
 
Wasserstoffbrücken im Cetrorelix1-6, Beispiel A 
Wasserstoffbrücken im Cetrorelix1-6, Beispiel B 
Webcode 029
Webcode 030
 
Auffällig sind hier die räumliche Nähe der zwei jeweils intermolekularen Aromatenpaare des 
Naphthylalanins und Tyrosins. Die Wechselwirkungen des Tyrosins in beiden Clustern bestätigt 
die Rolle dieser Aminosäure für die fluoreszenzspektroskopisch beobachtete Bandenveränderung 
bei beginnender Aggregation von Cetrorelix und Ozarelix. Es wurde spezifisch nach Dimeren 
des Cetrorelix gesucht, welche die maximale intramolekulare Brückeninteraktion besitzen   
(Abb. 166 links). Es konnte eine Struktur aus dem Datensatz extrahiert werden, die eine gute 
intramolekulare Stabilisierung durch sieben Wasserstoffbrücken bei gleichzeitiger guter vdW-
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Interaktion der Naphthylreste (-2,7 KFE) zeigt. Schon bei dieser Struktur wird eine intermoleku-
lare Wasserstoffbrücke zwischen beiden Tyrosinseitenketten detektiert, die im Inneren des 
Aggregates verborgen ist. Diese Reste besitzen dabei eine räumliche Interaktion durch aroma-
tische Wechselwirkungen mit dem Naphthylalanin bzw. zu beiden Chlorphenylalaninresten des 
Dimers. Die hydrophobe Domäne der beiden Peptide ist parallel zueinander ausgerichtet. Für 
eine entsprechende Struktur des Ozarelix (vdW-Stabilisierung -1,6 KFE) lassen sich sieben intra-
molekulare Brücken nachweisen (Abb. 166 rechts). Auch hier liegt ein intramolekular 
brückenstabilisierter Tyrosinrest eingebettet in einer hydrophoben aromatischen Umgebung vor. 
Gleichzeitig wird die beginnende intermolekulare Stabilisierung des Aggregates durch zwei 
aufeinanderfolgende Brücken im Peptidrückgrat erreicht.  
 
 
 
Abb. 166: Hydrophobe Interaktion und Wasserstoffbrücken eines Cetro- (links) und Ozarelix-Dimers (rechts) 
 
 
Hydrophobe Interaktion und Wasserstoffbrücken eines Cetrorelix-Dimers 
Hydrophobe Interaktion und Wasserstoffbrücken eines Ozarelix-Dimers 
Webcode 031
Webcode 032
 
Die Ausrichtung von amphiphilen Molekülen in einer wässrigen Umgebung ist am Beispiel der 
Micellbildung ausführlich untersucht und dokumentiert worden [MAIBAUM et al. 2004, 
MCINTIRE & DORSEY 1990, LINDMAN & WENNERSTROM 1980]. Auch für Peptide existieren 
Analysen zur micellartigen Assemblierung der Strukturen, welche eine Ausrichtung der 
Moleküle nach ihren hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften voraussetzt [THOMAS et al. 
2006, JAYAKUMAR et al. 2000, JAYAKUMAR et al. 1995, MANDAL & JAYAKUMAR 1993]. Dieser 
Prozess ist ebenfalls wesentlich für die Ausbildung von amyloidartigen Strukturen in Peptiden 
[LI 2008, TJERNBERG et al. 2002, SIPE 1992]. Im einfachsten Falle wird der hydrophobe Effekt 
für Peptide in Modellen mit Kugeln verschieden großer Hydrophobizität als chemische 
Perlenkette aneinandergereiht beschrieben [DILL et al. 1995] und durch detaillierte Simulationen 
für deren Anordnung beschrieben [DIAS et al. 2011, JUNGHANS et al. 2006, SORIN et al. 2006, 
WU et al. 2004, NAKASAKO 1999]. 
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5.4.5 Entwicklung eines Modells zur Beschreibung der amyloidartigen Aggregation der 
hydrophoben GnRH-Antagonisten Cetro- und Ozarelix 
 
Die Ausbildung von Faltblättern kann sicher als ubiquitäre Fähigkeit von Proteinen und Peptiden 
betrachtet werden. Es stellt sich die Frage, inwieweit die 
Ausbildung von amyloidartigen Strukturen auch eine 
universelle Eigenschaft für die hier betrachteten Peptide 
darstellt und welche strukturellen Voraussetzungen Be-
dingung sind. Eine solche Ausbildung von Amyloid-
strukturen für verschiedene GnRH-Analoga konnte be-
reits bewiesen werden. Die Bindung der Farbstoffe 
Kongorot und Thioflavin T diente als prinzipielle Nach-
weismethode für das Vorliegen von amyloidartigen 
Faltblattstrukturen für Analoga des GnRH [MAJI et al. 2008]. Die verwandten Peptide Cetrorelix 
und Ozarelix besitzen ebenfalls das Potential zur Bindung dieser Farbstoffe. Dieses beweisen 
aktuelle Studien von S. Beil in unserer Arbeitsgruppe [BEIL 2012]. Transmissionselektronenmi-
kroskopisch aufgezeichnete Bilder der untersuchten Analoga des GnRH zeigen als weitere Über-
einstimmung vergleichbare Strukturen zu den Aufnahmen für Cetro- und Ozarelix (vgl. Kap. 
5.4.4 und Abb. 167), die bereits 2007 in der Arbeitsgruppe aufgezeichnet wurden [KICK 2007]. 
Die besondere Stabilität von Dimeren der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix während der massen-
spektrometrischen Bestimmung des Aggregationszustandes von Peptidproben wurde bereits beo-
bachtet. Dieses zeigt sich daran, dass auch nach der Richtungsumkehr der ionisierten Fragmente 
im Reflektormodus weiterhin Dimere detektiert werden können [HEMPELT 2012]. Allein durch 
vdW-Interaktionen bzw. den hydrophoben Effekt stabilisierte Strukturen würden unter diesen 
Bedingungen nach der Desolvatisierung im Massenspektrometer zerfallen. Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass die Dimere durch intermolekulare coulombsche Wechselwirkungen und die 
Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zusätzlich stabilisiert sein müssen. Stephan Beil 
beschreibt und begründet eine hypothetische Faltblattanordnung für höhere Aggregate der Deka-
peptide durch Auswertung der Infrarotspektren der Aggregate [BEIL 2012]. Ausgehend von 
dieser Überlegung wurden Modellierungen zur Ausprägung einer solchen Struktur für das Mo-
dell verschiedener Peptiddimere als initiale Aggregationskeime durchgeführt (Abb. 168). 
Die Struktur A14 leitet sich von dem Ergebnis des Dockings eines solvatisierten Dimers ab, 
welches eine sehr gute hydrophobe Assoziation im N-Terminus zeigt und dessen Wasserstoff-
brückenbindungsmuster sowohl im Rückgrat als auch an den Seitenketten der Peptide optimiert 
wurde. Für das Dimer B14 wurden zwei Peptidketten so ausgerichtet, dass sich ein optimales 
Wasserstoffbrückenbindungsmuster zwischen den Rückgraten ergibt, beginnend mit der Wasser-
 
Abb. 167: Exemplarische TEM-Aufnahme 
von Degarelix [MAJI et al. 2008] 
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C14 D14
stoffbrücke am Sauerstoff der N-terminalen Acetylgruppe und dem Stickstoff des Naphthylala-
ninnachbars. Der Cluster C14 ergibt sich aus der Verschiebung des faltblattartigen Brückenbin-
dungsmusters im Rückgrat, wobei hier die erste Brücke vom Sauerstoff des ersten Naphthyl-
alaninrestes zum Stickstoff des zweiten Restes ausgebildet wird, so wie die Anordnung im 
Dockingergebnis zu A14 vorformuliert wurde. D14 ergibt sich schließlich durch Umwandlung 
der Seitenketten von C14 zu Ketten des Ozarelix. Die ausführliche Beschreibung der Strukturen 
und die Ergebnisse der zugehörigen Dynamik-Simulationen sind in Kap. 4.6.4 dokumentiert. 
 
  
Abb. 168: Dimere des Cetrorelix mit hydrophober Interaktion und vorgegebener Rückgratanordnung zur 
Ausbildung von potentiellen intermolekularen Wasserstoffbrücken (Bezeichnung identisch zu Kap. 4.6.4)  
    A14: H-Brücken-maximierte Faltung im Rückgrat und den Seitenketten mit hydrophober Assoziation 
    B14: idealisierte Faltblattanordnung, beginnend am O-Acetyl-Rest zu N-Amid-Terminus des Nal 
    C14: aus A14 generiert, faltblattartige H-Brückenanordnung, beginnend am NH-Nal zu CO-Nal  
    D14: aus C14 generiert, Seitenketten des Cetrorelix ersetzt durch Gruppen des Ozarelix 
 
Ausgehend von den Überlegungen, die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellt wurden, 
dem bekannten Wissen aus den verschiedenartigen physikochemischen Experimenten unserer 
Arbeitsgruppe, den gewonnenen Erkenntnissen durch die Modellierung der Peptidstrukturen und 
den theoretischen Überlegungen zur Assoziation von hydrophoben Peptiden wird ein erweitertes 
Modell für den Prozess der Aggregation der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix bis hin zu höheren 
fibrillären Strukturen vorgeschlagen. Dieses soll im Folgenden näher erklärt und begründet 
werden. Dieses Modell gliedert sich in vier Aggregationsstufen: Aggregation A – D in Abb. 169. 
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C D 
Hydrophober Kopf im N-Terminus 
Seitenketten der aromatischen AS 
Seitenketten der hydrophilen AS 
Wasserstoffbrückenstabilisierung 
Rückgrat der aromatischen AS
Rückgrat der hydrophilen AS 
Rückgrat sonstiger AS 
(AS … Aminosäuren) 
 
 Abb. 169: Modell der gerichteten Aggregation für die hydrophoben Peptide Cetro-, Teve und Ozarelix  
 
Aggregation A: Die Stabilisierung der monomeren Dekapeptide erfolgt durch intramolekulare 
Wasserstoffbrücken und durch Interaktion zur Wasserhülle (Kap. 4.4.1). Dieses kann zur Ausbil-
dung einer Schleife im mittleren Bereich des Peptidrückgrats führen, wie beim nativen GnRH 
beobachtet wurde (Kap. 5.4.1: Abb. 150, Abb. 151 und Tab. 30). Die monomeren Strukturen 
besitzen jedoch keine definierte Vorzugsstruktur (Kap. 4.2.1 und 4.2.2). So liegen geknäuelte 
und gestreckte Strukturen vor, die energetisch optimiert sind (Abb. 169 A und Abb. 170).  
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Abb. 170: Aggregation A) Monomere intramolekular stabilisierte Peptide ohne eindeutige Vorzugsstruktur 
 
 
Cetrorelix-Monomer mit gestreckter Struktur 
Cetrorelix-Monomer, geknäuelte Struktur und intramolekulare H-Brücken  
Webcode 095
Webcode 096
 
Aggregation B: Die Assoziation der aromatischen Aminosäuren orientiert zwei Peptide zueinan-
der. Die hydrophoben N-terminalen Kopfgruppen wirken dabei als Sensoren für die Ausrichtung 
der sich zusammenlagernden Moleküle (Kap. 4.4.5: Abb. 64, Abb. 65, Abb. 66; Kap. 4.6). 
Die Ausbildung der über Naphthylalaninreste stabilisierten Dimere beschreibt den initialen 
Schritt der Aggregation (Abb. 169 B und Abb. 171). Vom N-Terminus beginnend, bilden sich 
geordnete Wasserstoffbrücken zwischen den Peptidrückgraten aus. Die positiven Ladungen im 
C-terminalen Bereich der Peptide führen zu einer versetzten Anordnung der Peptidketten und 
tragen ebenfalls zur weiteren Ausrichtung der Peptide bei.  
  
Abb. 171: Aggregation B) Assoziation der aromatischen Aminosäuren im N-Terminus der Peptide 
 
 
Beispiel 1 für hydrophobe Assoziation eines Cetrorelix-Dimers 
Beispiel 2 für hydrophobe Assoziation eines Cetrorelix-Dimers  
Webcode 097
Webcode 098
 
Aggregation C: Die ausgerichteten Peptide stabilisieren sich intermolekular durch initiale N-ter-
minale Wasserstoffbrücken. Es erfolgt eine weitere Assoziation im Peptidrückgrat (Kap. 5.4.3: 
Abb. 156). Der Ordnungszustand nimmt zu und eine faltblattartige Anordnung resultiert  
(Kap. 5.4.3: Abb. 155, Kap. 4.4.7: Abb. 71, Abb. 72) mit intermolekularer Stabilisierung zwi-
schen den Peptiden (Kap. 5.4.3: Abb. 158) und durch Wechselwirkung der Peptidketten zur 
Wasserhülle. 
Die Serinseitenkette wirkt sowohl beim Cetrorelix als auch beim Ozarelix als flexible funktionel-
le Gruppe für die Ausbildung von H-Brücken im Zentrum der Peptide. Besonders für das letztere 
Peptid ist dieses Verhalten maßgeblich für die Interaktion zwischen den aggregierenden Struk-
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turen, da das reguläre Muster der Wasserstoffbrücken im Rückgrat durch die N-Methylierung des 
Tyrosins an Position 5 unterbrochen wird. Durch die Serinseitenkette wird in diesem Zusammen-
hang ein universeller Ersatz für die fehlende Kontaktstelle im zentralen Peptidrückgrat er-
möglicht. Jenes zeigt sich durch eine Erhöhung der mittleren Wasserstoffbrückenanzahl der Sei-
tenkette der Aminosäure in den Dimeren des Ozarelix im Vergleich zu Cetrorelix (Abb. 59 in 
Kap. 4.4.3).  
Der hydrophile C-Terminus mit den Seitenketten des Citrullins bzw. Homocitrullins und Argi-
nins wirkt als zusätzlicher und vielseitiger Stabilisierungspunkt für die Ausbildung von Wasser-
stoffbrücken zum benachbarten Peptidrückgrat und zu anderen Seitenketten weiterer Aggrega-
tionspartner (Kap. 4.6.2: Abb. 97, Kap. 4.6.4: Tab. 24). 
Es bildet sich vom N-Terminus ausgehend ein geordnetes im Rückgrat und in den Seitenketten 
stabilisiertes und relativ gestrecktes Dimer aus (Abb. 169 C und Abb. 172). Die Berechnungen 
zeigen zusätzlich, dass die Richtungsänderung im Rückgrat am Prolin und der amidierte C-Ter-
minus die dynamische Ausbildung weiterer Brückenbindungen begünstigen (Kap. 4.6.4). Im 
Verlauf der Assoziation bildet sich ein über Wasserstoffbrücken stabilisiertes faltblattartiges 
Dimer aus. 
  
Abb. 172: Aggregation C) Ausgerichtete durch mögliche initiale Wasserstoffbrücken im N-terminalen  
Bereich stabilisierte Peptide mit Serin im Zentrum für eine erweiterte Wasserstoffbrückenstabilisierung 
 
 
Ausrichtung eines Cetrorelix-Dimers mit potentieller initialer H-Brücke 
Ausrichtung eines Cetrorelix-Dimers mit potentieller alternativer H-Brücke 
Faltblattartige Stabilisierung im Cetrorelix-Dimer mit H-Brücken 
Alternative faltblattartige Stabilisierung im Cetrorelix-Dimer mit H-Brücken  
Webcode 099
Webcode 100
Webcode 101
Webcode 102
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Aggregation D: Die intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften im Aggregat verändern sich bei be-
ginnender Aggregation und es kann eine kritische Aggregationsbildungskonzentration bestimmt 
werden. Extrinsisch lässt sich die Einlagerung der Sonde ANS in die hydrophoben Systeme 
beobachten (Kap. 4.1). Der Nachweis der Änderung dieser physikochemischen Eigenschaften 
geht mit der Ausbildung höherer Aggregate einher. Die Bildung solcher Strukturen kann aus der 
Ausrichtung mehrerer sehr stabiler Dimere zueinander erfolgen. Da ihre Wasserstoffbrücken die 
beiden Peptide schon weitgehend zueinander stabilisieren, verstärkt sich die Bedeutung des 
hydrophoben Effektes der N-Termini bei der Anordnung größerer fibrillärer Überstrukturen. Für 
die Assoziation höherer Aggregate werden die Dimere daher als initiale Bausteine für diesen 
Prozess der Fibrillenbildung angesehen. Die Selbstorganisation in stäbchenförmigen Micellen 
oder Aggregaten postulierte Eichler für Cetrorelix und Ozarelix durch die Auswertung der Tem-
peraturabhängigkeit der Aggregatbildung [EICHLER 2007]. Beil bestätigte in seiner Arbeit diesen 
Ansatz und benannte die Bedeutung faltblattartiger, stabförmiger Strukturen als Voraussetzung 
für die Generierung größerer durch Wasserstoffbrücken stabilisierter Aggregate [BEIL 2012].  
In diesem Zusammenhang wurde auch die Ausdehnung der fibrillären Strukturen verschiedener 
GnRH-Analoga (Bereich von 6 bis 12 nm) diskutiert [MAJI et al. 2008]. Die minimale Ausdeh-
nung dieser Filamente stimmt sehr gut mit der doppelten Länge von gestreckten, faltblattartigen 
Cetro- bzw. Ozarelixstrukturen (vgl. Abb. 40 in Kap. 4.2.1: 2·30 Å = 60 Å = 6 nm) der Model-
lierung überein. Die schraubenförmige Assoziation mehrerer gestreckter Dimere mit einem  
N-terminalen hydrophoben Kopf im Zentrum bei einer Versetzung der positiv geladenen Argi-
ninreste im C-terminalen Bereich wird daher, als die dominierende Wachstumsstruktur für die 
Formierung der fibrillären Strukturen abgeleitet (Abb. 169 D). Die Anlagerung weiterer ent-
sprechend ausgerichteter Monomere in dieser Anordnung sowie die Zusammenlagerung meh-
rerer Teilaggregate können ebenfalls zur Vergrößerung des geordneten Aggregates beitragen. 
Die hydrophobe Kopfgruppe am N-Terminus und die hydrophilen Aminosäuren am C-Terminus 
wirken hierbei ebenfalls als Sensoren für die Ausrichtung sich anlagernder Strukturen. Obwohl 
im Rahmen dieser Arbeit explizit nur Monomere und keine Dimere als Startstruktur für das 
Docking verwendet wurden (d. h. kein Experiment der Form „Dimer plus Dimer im Docking-
skript“), ließen sich dennoch faltblattartige Anordnungen von je zwei gestreckten Peptiden mit 
hydrophober Assoziation und intermolekularer Wechselwirkung in den sukzessive aufgebauten 
Oktameren nachweisen (Abb. 173). Dieses kann als weiterer Beleg für die besonders günstige 
initiale dimere Assoziation gewertet werden. 
Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen bestätigten den Prozess der Hydrophobierung 
des Aggregatkerns (Separierung vom Lösungsmittel Wasser) durch die Zunahme der Quanten-
ausbeute während der Bestimmung der kritischen Aggregatbildungskonzentration (Abb. 26 und 
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Abb. 27 in Kap. 4.1.1). Diese geordneten Strukturen manifestieren sich visuell in der Ausbildung 
von netzwerkartigen, voluminösen Gelstrukturen mit erhöhter Viskosität, die große physikoche-
mische Ähnlichkeit zu bekannten Amyloidstrukturen aufweisen (Kap. 5.4.4). Der Grad der 
Streckung im Peptidrückgrat und der detektierbare Faltblattanteil nehmen mit der Aggregatgröße 
zu (Kap. 5.4.3: Abb. 155 und Abb. 156). Die vdW-Interaktion im hydrophoben N-terminalen 
Kopf der Strukturen verstärkt sich mit steigender Aggregatgröße (Kap. 5.4.3: Abb. 157).  
  
Abb. 173: Aggregation D) Höhere Aggregate mit hydrophobem Kern 
 
 
Cetrorelix-Tetramer mit hydrophoben Interaktionen und H-Brücken 
Cetrorelix-Oktamer mit hydrophoben Interaktionen und H-Brücken  
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Die theoretischen Ergebnisse dieser Arbeit erklären die Neigung der Dekapeptide zur Assozia-
tion. Das physikochemischen Verhalten der beschriebenen aggregierenden Spezies lässt sich me-
dizinisch als Depotfunktion zur stetigen kontrollierten Freisetzung von wirksamen Hormonen 
aus solchen Amyloiden nutzen [MAJI et al. 2008]. Dieses kann durch Einsatz der freien Peptide 
oder durch geeignete Komplexierungsagenzien erfolgen [MURGAS 1998, RATTEI 2002, LANG 
2005]. Sowohl Cetro- als auch Ozarelix eignen sich ausgezeichnet dafür. Dieser Ansatz erweitert 
die ursprüngliche Idee der Applikation von Dekapeptidformulierungen in mehreren Intervallen 
und in möglichst monomerer Form um die neue Variante der einmaligen Medikamentengabe mit 
nachfolgender Langzeitfreisetzung. Die Eigenschaften der erzeugten Depotformulierungen steu-
ern dabei die Charakteristik dieses Prozesses. 
Die Problematik, die durch die Aggregation entsteht, lässt sich durch die zusammengetragenen 
Fakten erklären. Das vorgestellte Modellierungssystem hat es dabei ermöglicht, die Prozesse auf 
molekularer Ebene zu beobachten und zu analysieren. Die zahlreichen Ergebnisse der physiko-
chemischen Experimente mit den realen Lösungen im Labor ließen sich so neu bewerten und 
verstehen. Die Ähnlichkeit der Dekapeptide Cetro-, Teve- und Ozarelix in ihren Eigenschaften 
zu amyloidbildenden Peptiden erscheint im ersten Augenblick verblüffend. Nach Betrachtung 
der zugrunde liegenden strukturellen Voraussetzung der Moleküle wird dieses Verhalten ver-
ständlich und es wurde ersichtlich, dass sich diese Peptide als sehr gute Modelle für die Erklä-
rung von hydrophoben Assoziationen in Peptiden und die Organisation von faltblattartigen 
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Strukturen betrachten lassen. Die erarbeitete Modellierungstechnik eignet sich dabei universell 
für die Beschreibung verschiedenster Peptidaggregate und ist auch direkt einsetzbar für die 
Untersuchung der Assoziation von beliebigen Molekülen. Ein Beispiel ist die Zusammenlage-
rung von Peptiden mit biophilen Partner-Molekülen. So beschäftigen sich aktuelle noch unveröf-
fentlichte Studien der Arbeitsgruppe mit der Analyse von Depotkomplexen, bestehend aus Pepti-
den mit einer Kettenlänge von ca. 30 Aminosäuren und polymeren biophilen Matrices als Kom-
plexpartner (Mitteilung von S. Beil). Die Einbettung der Moleküle in geeignete Trägermateri-
alien (z. B. Chitosanfraktionen) soll dabei eine gleichmäßige, gesteuerte Langzeitfreisetzung der 
jeweiligen physiologisch wirksamen Substanzen erlauben. Die interessante Gemeinsamkeit zu 
den kleineren Dekapeptiden dieser Arbeit ist die Tatsache, dass der N-Terminus der größeren 
Moleküle ebenfalls ausgeprägte hydrophobe Eigenschaften zeigt. Die Anwendung der Modellie-
rungsmethode auf dieses Beispiel ließe sich mit der heutigen Rechentechnik einfach realisieren.  
Abschließend und ausblickend wird ein 3D-Modell eines Aggregats des Cetrorelix gezeigt, das 
die formulierten Anforderungen des Aggregationsmodells erfüllt. Die hydrophoben N-Termini 
liegen zueinander ausgerichtet vor. Die Zusammenlagerung erfolgt über wasserstoffbrückensta-
bilisierte Dimere und ein Monomer. An zwei Tyrosinresten sind dabei intermolekulare Wasser-
stoffbrücken an der Phenolgruppe ausgebildet (Abb. 174). 
 
Abb. 174: Aggregationsmodell des Cetrorelix mit drei hydrophob assoziierten Dimeren, einem angelagerten 
Monomer und Stabilisierung durch Wasserstoffbrücken 
 
Aggregationsmodell des Cetrorelix mit drei hydrophob assoziierten 
Dimeren, einem angelagerten Monomer und H-Brückenstabilisierung  
Webcode AXL
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6 Zusammenfassung 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung und Beschreibung der Eigenschaften von hy-
drophoben Antagonisten des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) durch analytische Me-
thoden und computergestützte Modellierung. Einerseits begrenzt die Neigung dieser Peptide zur 
Aggregation und Gelbildung den pharmakologischen Einsatzbereich dieser potentiellen Medika-
mente. Auf der anderen Seite konnte bereits erfolgreich nachgewiesen werden, dass sich die phy-
sikochemischen Eigenschaften dieser hydrophoben Moleküle zur gezielten, gesteuerten Lang-
zeitfreisetzung aus Depotformulierungen nutzen lassen. Wesentliche Erkenntnisse zu den The-
men wurden durch vorangegangene analytische Studien mittels Massenspektrometrie, Infrarot- 
und Fluoreszenzspektroskopie, Kalorimetrie und Elektronenmikroskopie erhalten. Das zusam-
mengetragene Wissen diente als Basis für die weiterführenden Arbeiten zur Untersuchung von 
Aggregationsprozessen in hydrophoben Peptiden im Rahmen dieser Dissertation. Als Modell-
systeme wurden die GnRH-Antagonisten Cetrorelix und Ozarelix und geeignete in der Literatur 
beschriebene amyloidbildende Peptidstrukturen ausgewählt. 
 
Fluoreszenzspektroskopische Analyse der Aggregation 
Die wichtigste Grundlage zur näheren Beschreibung der Aggregation waren die Erkenntnisse aus 
Fluoreszenzstudien der Dekapeptide Cetro- und Ozarelix. In der vorliegenden Arbeit wurde die 
intrinsische Fluoreszenz der genannten GnRH-Antagonisten und zusätzlich der Peptide Teverelix 
und D-Phe6-GnRH sowie der verkürzten Fragmente des Cetrorelix (Cetrorelix1-4 und Cetrore-
lix1-6) untersucht. Die Cetrorelix-Fragmente, denen der hydrophilere C-Terminus des vollstän-
digen Dekapeptides fehlt, zeigen eine besonders starke Neigung zur Aggregation. Das hydrophi-
le D-Phe6-GnRH aggregiert nicht. Die kritischen Aggregatbildungskonzentrationen (cac) der drei 
Dekapeptide wurden bestimmt. Die Werte der cac betragen 0,038 mg/ml (27 µmol/l) für Cetro-
relix, 0,048 mg/ml (33 µmol/l) für Teverelix und 0,153 mg/ml (105 µmol/l) für Ozarelix. Es er-
folgte die mathematische Analyse der Veränderung der Bandenstruktur während der Aggrega-
tionsvorgänge. Für Ozarelix wurde die kritische Aggregatbildungskonzentration durch diese 
neue Methode erstmals direkt aus der eigenen Fluoreszenz des Peptides, d. h. ohne Beeinflus-
sung des Systems durch eine zusätzliche Fluoreszenzsonde, bestimmt.  
 
Strukturanalyse zur Beschreibung der Fluoreszenzeigenschaften 
Ein Strukturmodell für die Beschreibung der Veränderung der Bandencharakteristik bei be-
ginnender Aggregation der Dekapeptide wurde erarbeitet. Dazu wurde die Bedeutung der fluo-
reszierenden Seitenketten des Naphthylalanins und Tyrosins für die Fluoreszenz der Peptide 
näher erklärt. Die Ausbildung eines durch Wasserstoffbrückenbindung stabilisierten Tyrosinats 
in aggregierten Peptidstrukturen verursacht eine charakteristische Bandenverschiebung. Die Er-
höhung der Quantenausbeute der Seitenketten des Naphthylalanins in den hydrophoben Kernen 
Zusammenfassung 
 220 
der Aggregatstrukturen führt schließlich zu dem starken Anwachsen der Fluoreszenzintensität in 
sich zusammenlagernden Spezies. Die gewonnenen Erkenntnisse führten zur Entwicklung eines 
Zwei-Komponenten-Modells. Darin wurde die Spektrenveränderung der realen Fluoreszenzana-
lysen durch Überlagerung der Fluoreszenzspektren des Naphthylalanins und eines wasserstoff-
brückenstabilisierten Tyrosinats abgebildet. Die Vorgänge des Energietransfers zwischen den 
Aromaten in den Peptiden wurden erläutert. 
 
Aufbau eines Linux-Rechenclusters am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie 
Die Modellierung von zusammengelagerten und solvatisierten Peptidmolekülen bildete einen 
weiteren Schwerpunkt für die molekulare Aufklärung der Aggregationsprozesse. Für die Berech-
nung von solchen hydrophoben Peptidstrukturen wurden die rechentechnischen Voraussetzungen 
am Lehrstuhl für Allgemeine Biochemie geschaffen. Der Aufbau eines Rechenclusters durch das 
Einbinden der vorhandenen Computer in ein Linux-System zur Verteilung von Rechenprozessen 
über das Netzwerk ermöglichte die Bereitstellung der notwendigen Leistung zur Realisierung der 
geplanten Docking- und Dynamik-Simulationen. Dabei gelang es, das Potential eines solchen 
Systems unter optimaler Nutzung der Rechenressourcen sowohl von ständig zur Verfügung steh-
enden Clusterrechnern als auch von nach Arbeitsende eingebundenen Computern der Büros und 
des PC-Pools zu demonstrieren. Die Hardwarestabilität der eingesetzten Computer und auch die 
Funktion und Zuverlässigkeit der zugehörigen Software wurden dafür erfolgreich optimiert. 
 
Programmierung von Werkzeugen zur Modellierung von Peptiden ohne Vorzugsstruktur 
Parallel zum Aufbau des Rechenclusters wurden die notwendigen Werkzeuge zur Modellierung 
der solvatisierten Aggregate von Peptiden ohne eindeutige Vorzugsstruktur programmiert. Als 
Basis diente die von M. Drache (TU Clausthal) zur Verfügung gestellte Molekülsimulationsum-
gebung MSIM/EVOCAP unter Anwendung des Kraftfeldes MMFF94. Ein Vorteil des im Rah-
men dieser Arbeit genutzten Systems gegenüber klassischen Kraftfeldansätzen stellt dabei die 
Anwendung eines Verfahrens zur dynamischen Berechnung von Partialladungen beliebiger Mo-
leküle dar. Die neu erstellten Module umfassen: 
 
• Verfahren für die Generierung von Konformerensätzen aus Zufallsstrukturen der Peptide, 
• Docking-Prozeduren für die Erzeugung von solvatisierten Aggregaten der Moleküle und 
• zahlreiche Skripte zur Auswertung der Wechselwirkungen der resultierenden Cluster. 
 
Die geometrischen und energetischen Eigenschaften der Moleküle im Cluster können als Ergeb-
nis dieser Entwicklungsarbeit zielgerichtet analysiert werden. Dabei wurde die getrennte Be-
trachtung aller Seiten- und Rückgratketten der Aminosäuren im Peptidverband ermöglicht und 
ein eigenständiges System zur Detektion der potentiellen intra- und intermolekularen Wasser-
stoffbrücken der Moleküle in die Simulationsumgebung integriert.  
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Validierung des aufgebauten Simulationssystems 
Die Validierung des erarbeiteten Modellierungssystems erfolgte durch die Analyse der Konfor-
merensätze der Peptide Cetro- und Ozarelix. Geprüft wurden die Energien, Gyrationsradien, die 
Winkelkombinationen in den Rückgraten der Peptide und deren sterische Konfigurationen. Die 
Verteilung der Energien und die visuelle Kontrolle der Strukturen zeigen, dass die berechneten 
Moleküle chemisch korrekte Geometrien aufweisen. Die Analyse bewies weiterhin, dass der 
Konformeren-Raum bei der Erzeugung der Peptide ohne definierte Vorzugsstruktur gut ausge-
nutzt wird. Parallel zu den Analysen der Peptide wurden zusätzlich solvatisierte Cluster der frei-
en natürlichen Aminosäuren und der nicht-proteinogenen Aminosäuren von Cetro- und Ozarelix 
modelliert. Die Untersuchung der hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften führte zum Vor-
schlag einer neuen Hydropathieskala für diese Strukturen. Diese Skala unterstützte die Bewer-
tung der Modellierungsergebnisse beim Übergang zur Berechnung der Peptide und diente als 
Hilfsmittel zur Validierung des Modellierungssystems. 
 
Docking-Simulation und Solvatation von hydrophoben Peptidstrukturen  
In ausführlichen Studien wurden solvatisierte Aggregate der genannten Dekapeptide (Mono- bis 
Tetramere und nicht solvatisierte Oktamere) und von bekannten amyloidbildenden Strukturen als 
Referenzmoleküle modelliert. Berechnet wurden hier als aggregierend beschriebene Sequenzen 
und entsprechende Vergleichsstrukturen des Calcitonins (DFNKF und DANKA), des Insel-
Amyloid-Polypeptides (NFGAIL und NAGAIL), des β2-Mikroglobulins (NHVTLSQ, QVL-
HTSN und KHDSMAE), des Amyloid-β-Proteins (KLVFFAE und FF), des Lactoferrins (NAG-
DVAFV) und von zwei in der Literatur beschriebenen hydrophoben Modellpeptiden (VLPF und 
YPGDV). In diesen Versuchen konnte die besondere Bedeutung von hydrophoben aromatischen 
Aminosäuren in verschiedenen aggregierenden Peptiden bewiesen und aufgeklärt werden. Dafür 
wurden Van-der-Waals-Wechselwirkungsprofile der definierten Gruppen von gedockten Pep-
tiden erstellt. Die Assoziation der hydrophoben Seitenketten wurde dabei als wesentlicher Faktor 
für die Ausbildung von Aggregaten identifiziert. Eine große Ähnlichkeit zwischen den GnRH-
Antagonisten und den Amyloidstrukturen wurde in diesem Zusammenhang durch den Vergleich 
der elektronenmikroskopischen Aufnahmen ihrer netzwerkartigen Strukturen gefunden. Die Er-
gebnisse der Modellierung zeigten hier auf molekularer Ebene für beide untersuchten Gruppen, 
dass sich beim Prozess der Zusammenlagerung stabile hydrophobe Stapel der Aromaten ausbil-
den. 
 
Molekulardynamik-Simulation von aggregierenden, faltblattartigen Peptidstrukturen  
Zur Erweiterung der statischen Docking-Prozedur wurden Module programmiert, welche eine 
Dynamik-Simulation von Peptiden in einer Wasserbox mit explizit modellierten Lösungsmittel-
molekülen gestatten. Die wesentlichen Wechselwirkungen während der Aggregation konnten 
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schließlich anhand von Dynamik-Simulationen der Dimere des Cetro- und Ozarelix beschrieben 
werden. So wurden die Prozesse der hydrophoben Assoziation von Peptiden veranschaulicht und 
auf molekularer Ebene erfolgreich analysiert. Des Weiteren wurde die dynamische Formierung 
von Netzwerken der Wasserstoffbrücken ausgewertet und zu den Ergebnissen der fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen in Beziehung gesetzt. Als mögliche Wasserstoffakzeptoren für die 
phenolische Hydroxylgruppe des Tyrosins wurden so die Seitenketten des Pyridylalanins, Serins, 
Citrullins und Arginins identifiziert. Im Ergebnis der komplexen Untersuchungen wurde schließ-
lich ein Modell zur Beschreibung der Aggregation von Cetro- und Ozarelix entwickelt, das fol-
gende Stufen umfasst:  
A) Vorliegen von durch H-Brücken stabilisierten Monomeren ohne Vorzugsstruktur, 
B) Ausrichtung zweier Peptide und Formierung von H-Brücken zwischen den Rückgraten, 
C) faltblattartige Assoziation mit Stabilisierung der Dimere durch die Seitenketten und 
D) Ausbildung fibrillärer Überstrukturen unter Veränderung der Fluoreszenzeigenschaften. 
 
 
Interaktive Visualisierung der Strukturen und Dynamik-Simulationen 
Die Visualisierung der erhaltenen Modellierungsergebnisse erfolgt durch die Darstellung der 
Strukturen und Dynamik-Simulationen als interaktive 3D-Modelle auf einem speziell für diese 
Arbeit aufgebauten Internetauftritt. Dafür wurden die zugehörigen Webseiten erstellt und die 
darzustellenden Strukturen inklusive der zugehörigen analytischen Abbildungen generiert und 
entsprechend bearbeitet. Die Einbindung der 3D-Moleküle erfolgte schließlich durch Nutzung 
verschiedener Java-Plug-ins und eindeutige Referenzierung der zugänglichen Strukturen. Alle 
Daten wurden schließlich auf einer DVD als unter Windows und Linux ausführbares Zusatzma-
terial zusammengefasst. Die parallele Betrachtung der dreh-, rotier- und vergrößerbaren virtuel-
len 3D-Strukturen soll das Verstehen bestimmter Fakten erleichtern oder überhaupt erst ermögli-
chen. Beispiele sind die Analyse der Lage verschiedener interagierender Gruppen zueinander, 
die Abschätzung der Dimension bestimmter hydrophober Cluster und die zeitlich-räumliche Ver-
folgung der Entwicklung der durchgeführten Dynamik-Simulationen. 
 
Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse liefern grundlegende Erkenntnisse für die Aufklärung 
von Aggregationsprozessen in hydrophoben Peptiden. Der aufgebaute Linux-Rechencluster zeigt 
einen universellen Ansatz zur Nutzung vorhandener Rechenkapazitäten auf. Das erarbeitete 
Modellierungssystem eignet sich zukünftig auch für die Berechnung größerer Molekülsysteme. 
So wäre die Untersuchung von Peptiden mit größerer Kettenlänge ebenso denkbar wie die Ana-
lyse der Wechselwirkung zu polymeren biophilen Matrices als Komplexpartner (z. B. Chitosane 
oder Polyaminosäuren) oder die Modellierung von anderen gelartigen Netzwerken. Dabei könnte 
der Kraftfeldansatz mit integrierter Ladungsäquilibrierung durch weitere quantenchemische Mo-
delle ergänzt werden. 
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10 Anhang 
10.1 Umrechnungsfaktoren für das MMFF94-Kraftfeld 
 
Alle Energien im MMFF94-Kraftfeld werden in den Einheiten kcal bzw. kcal/mol berechnet. Da 
die Werte der erhaltenen Energien nicht direkt auf andere Kraftfelder übertragbar sind, wird in 
dieser Arbeit einheitlich die Bezeichnung „Energie in Kraftfeldeinheiten“ (KFE) in Diagrammen 
und sonstigen Darstellungen verwendet. Die nötigen Umrechnungsfaktoren der Zahlenwert-
gleichungen der einzelnen Energieterme des Kraftfeldes werden hier erklärt. Dazu wird die 
Basiseinheit für eine bestimmte Interaktion in die resultierende Kraftfeldeinheit umgerechnet. 
Diese Basis besteht dabei aus der jeweiligen Kraftkonstante mit der jeweiligen Einheit und den 
zugehörigen Variablen für die Abstände, den Winkeln bzw. den Ladungen zwischen den 
betrachteten Atomen in einer Gleichung. Durch Rundungsfehler können die berechneten 
Kontrollwerte minimal von den für das Kraftfeld tatsächlich veröffentlichten Parametern 
differieren. 
 
Benötigte Umrechnungsbeziehungen: 
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Bindungsstreckung (Bond Stretching): 
mol
kcalkcalNmmdynEBij 9326,1431039006,210ÅÅ
1][ 22182 ≈⋅≈== −−  
Bindungswinkel und Schwingung aus der Ebene (Angle Bending / Out-of-plane Bending): 
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Verwendete Parameter für zwei Kohlenstoff-Atome: 
 
MMFF94 : ε = 0,068 KFE; r* =  3,938 Å 
 
(KFE … kraftfeldspezifische Energieeinheiten) 
 
10.2 Umformung des Van-der-Waals-Potential von MMFF94 zum Lennard-
Jones-Potential 
 
Die Van-der-Waals-Energie zwischen den Atomen i und j in bestimmten Abstand (r), mit dem 
Abstand bei minimaler Energie (r*ij) und der Potentialtiefe (εij) für MMFF94 lautet: 
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Für n=12; m=6; δ=γ=0 wird diese Energie speziell zu: 
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Rechts steht also die allgemeine Formulierung der Lennard-Jones-Energie der Atome. In Abb. 
175 werden beide Potentialfunktionen am Beispiel zweier Kohlenstoffatome gegenübergestellt. 
 
 
Abb. 175: Vergleich des Van-der-Waals-Potentials für MMFF94 mit dem Lennard-Jones-Potential 
 
 
 
 
Anhang 
 251
10.3 Berechnete MMff94-vdW-Radien für das Tinker-Modul spacefill 
 
Die explizite Angabe der Tinker-vdW-Radien für einzelne Atome wird ausschließlich für das 
Tinker-Modul spacefill benötigt. Die Berechnung erfolgt nach Formelbox 7. 
 
4/1*
iiivdW RR α=  RvdW … vdW-Radius in Å 
R*ii … GG-Abstand für Bindung i-i in Å 
αi … Konst. für Polarisierbarkeit für Atom i 
Formelbox 7 
 
Spaltenbezeichnung: vdW Atomklasse vdW-Radius Potentialtiefe 
vdw 1 1,97 0,06780
vdw 2 2,10 0,06780
vdw 3 1,99 0,06780
vdw 4 2,08 0,06780
vdw 5 1,48 0,02157
vdw 6 1,78 0,07625
vdw 7 1,75 0,07625
vdw 8 2,01 0,07215
vdw 9 1,89 0,07215
vdw 10 1,95 0,07215
vdw 11 1,50 0,08015
vdw 12 2,04 0,27633
vdw 13 2,17 0,38887
vdw 14 2,36 0,55138
vdw 15 2,18 0,26808
vdw 16 2,33 0,26808
vdw 17 2,13 0,26808
vdw 18 2,00 0,26808
vdw 19 2,42 0,25077
vdw 20 1,97 0,06780
vdw 21 1,31 0,02157
vdw 22 1,99 0,06780
vdw 23 1,31 0,02157
vdw 24 1,31 0,02157
vdw 25 1,87 0,25957
vdw 26 2,29 0,25957
vdw 27 1,31 0,02157
vdw 28 1,31 0,02157
vdw 29 1,31 0,02157
vdw 30 2,10 0,06780
vdw 31 1,31 0,02157
vdw 32 1,81 0,07625
vdw 33 1,31 0,02157
vdw 34 1,95 0,07215
vdw 35 2,15 0,07625
vdw 36 1,31 0,02157
vdw 37 2,10 0,06780
vdw 38 1,87 0,07215
vdw 39 1,99 0,07215
vdw 40 1,95 0,07215
vdw 41 1,99 0,06780
vdw 42 1,95 0,07215
vdw 43 1,95 0,07215
vdw 44 2,18 0,26808
vdw 45 2,01 0,07215
vdw 46 2,08 0,07215
vdw 47 1,95 0,07215
vdw 48 2,04 0,07215
vdw 49 1,95 0,07625
vdw 50 1,31 0,02157
vdw 51 1,55 0,07625
vdw 52 1,31 0,02157
vdw 53 1,95 0,07215
vdw 54 2,08 0,07215
vdw 55 1,84 0,07215
vdw 56 1,84 0,07215
vdw 57 1,95 0,06780
vdw 58 1,84 0,07215
vdw 59 1,75 0,07625
vdw 60 2,25 0,06780
vdw 61 1,84 0,07215
vdw 62 2,08 0,07215
vdw 63 2,10 0,06780
vdw 64 2,10 0,06780
vdw 65 1,95 0,07215
vdw 66 1,81 0,07215
vdw 67 1,92 0,07215
vdw 68 1,89 0,07215
vdw 69 1,92 0,07215
vdw 70 1,88 0,07625
vdw 71 1,31 0,02157
vdw 72 2,35 0,26808
vdw 73 2,18 0,26808
vdw 74 2,18 0,26808
vdw 75 2,35 0,25957
vdw 76 2,04 0,07215
vdw 77 1,84 0,27633
vdw 78 2,10 0,06780
vdw 79 1,95 0,07215
vdw 80 1,95 0,06780
vdw 81 1,84 0,07215
vdw 82 1,92 0,07215
vdw 87 1,64 0,10617
vdw 88 1,72 0,10617
vdw 89 2,12 0,08015
vdw 90 2,42 0,27633
vdw 91 2,50 0,38887
vdw 92 1,24 0,05285
vdw 93 1,59 0,06992
vdw 94 2,00 0,08357
vdw 95 1,62 0,10617
vdw 96 1,95 0,09692
vdw 97 1,54 0,10617
vdw 98 1,59 0,10617
vdw 99 1,54 0,06992
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10.4 Optimierte Koordinaten für das Dimer des Naphthalens 
 
Im Anhang der Veröffentlichung von Grimme [GRIMME 2008a] wurden für das Dimer des 
Naphthalens irrtümlich die Struktur vor der quantenchemischen Optimierung abgedruckt. Nach 
Rücksprache mit dem Autor wurden korrigierte Koordinaten erhalten: 
# X   Y   Z   Element 
$coord 
 5.69423521287929     -1.88616789219099      1.21975782998349      C 
     7.00034625100926     -0.99956419478202     -0.85474799907279      C 
      6.25650494916386      1.28044317525911     -2.04675303853104      C 
      4.21312486625356      2.62581550390754     -1.14978515600840      C 
      2.82508730376526      1.76465221191801      0.97715747601774      C 
      3.58553647993158     -0.54195156409366      2.19390357594297      C 
      0.69894609775736      3.09344489416744      1.93150721015192      C 
      2.19461915882956     -1.40225500668773      4.32174257614663      C 
      0.14506832901119     -0.05837575700516      5.20639391877487      C 
    -0.61133807031080      2.20784450502146      3.99992648591621      C 
      6.26322718352007     -3.63378787740793      2.14189740941123      H 
      8.61239043517057     -2.04654824746351     -1.58028989549459      H 
      7.30077141200676      1.96021194893283     -3.68014147148146      H 
      3.62085804891792      4.36391050246301     -2.07251088191715      H 
      0.10712351606828      4.81701983142458      0.98254139644616      H 
      2.77382198413209     -3.14908971440078      5.23911001817954      H 
    -0.91466010747119     -0.74573937235008      6.82584013482012      H 
    -2.25510210684827      3.22577291866531      4.68907655780902      H 
    -0.69894609775736     -3.09344489416744     -1.93150721015192      C 
      0.61133807031080     -2.20784450502146     -3.99992648591621      C 
    -0.14506832901119      0.05837575700516     -5.20639391877487      C 
    -2.19461915882956      1.40225500668773     -4.32174257614663      C 
    -3.58553647993158      0.54195156409366     -2.19390357594297      C 
    -2.82508730376526     -1.76465221191801     -0.97715747601774      C 
    -5.69423521287929      1.88616789219099     -1.21975782998349      C 
    -4.21312486625356     -2.62581550390754      1.14978515600840      C 
    -6.25650494916386     -1.28044317525911      2.04675303853104      C 
    -7.00034625100926      0.99956419478202      0.85474799907279      C 
    -0.10712351606828     -4.81701983142458     -0.98254139644616      H 
     2.25510210684827     -3.22577291866531     -4.68907655780902      H 
      0.91466010747119      0.74573937235008     -6.82584013482012      H 
    -2.77382198413209      3.14908971440078     -5.23911001817954      H 
    -6.26322718352007      3.63378787740793     -2.14189740941123      H 
    -3.62085804891792     -4.36391050246301      2.07251088191715      H 
    -7.30077141200676     -1.96021194893283      3.68014147148146      H 
    -8.61239043517057      2.04654824746351      1.58028989549459      H 
$end 
Die Koordinaten sind im Turbomoleformat [AHLRICHS et al. 1989] (Abstände in Bohr, 1 Bohr ≈ 
0,529 Å) gegeben und können mittels OpenBabel [O’BOYLE et al. 2011, HUTCHISON et al. 2010] 
in das Tripos-mol2-Format [TRIPOS 2007] konvertiert werden. Bindungen werden dabei richtig 
erkannt. 
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10.5 Codierung der Aminosäuren 
 
In dieser Arbeit wurden der Drei- und Einbuchstaben-Code der proteinogenen Aminosäuren 
verwendet. Relevante nicht natürliche Aminosäuren und Modifizierungen des N- bzw. C-
Terminus der Peptide werden ebenfalls gekennzeichnet (Tab. 33, Tab. 34).  
 
Tab. 33: Allgemeine Codierung der proteinogenen Aminosäuren 
Einbuchstaben-Symbol Dreibuchstaben-Symbol  Aminosäure 
A Ala  Alanin 
B Asx  Asparaginsäure oder Asparagin 
C Cys  Cystein 
D Asp  Asparaginsäure 
E Glu  Glutaminsäure 
F Phe  Phenylalanin 
G Gly  Glycin 
H His  Histidin 
I I  Isoleucin 
K Lys  Lysin 
L Leu  Leucin 
M Met  Methionin 
N Asn  Asparagin 
P Pro  Prolin 
Q Gln  Glutamin 
R Arg  Arginin 
S Ser  Serin 
T Thr  Threonin 
V Val  Valin 
W Trp  Tryptophan 
X Xaa  unbekannte oder „andere“ Aminosäure 
Y Tyr  Tyrosin 
Z Glx 
 
 
 
Glutaminsäure oder Glutamin 
(auch für Substanzen nach deren Hydrolyse Glutaminsäure  
resultiert; z. B.: γ-Carboxyglutaminsäure, Pyroglutaminsäure) 
 
Tab. 34: Codierung relevanter nicht natürlicher Aminosäuren und terminalen Endgruppen 
verwendete Codierung  Aminosäure 
pGlu  Pyroglutaminsäure 
D-Nal(2) / D-Nal  D-2-Naphthylalanin 
D-Phe(4Cl) / D-Cl-Phe  D-p-Chlorphenylalanin 
D-Pal(3) / D-Pal  D-3-Pyridylalanin 
D-Cit  D-Citrullin  
N-Me-Tyr  N-Methyltyrosin 
D-Hcit / D-Hci   D-Homocitrullin 
Nle  Norleucin 
Ac / Ace /Acetyl  Acetylgruppe (z. B. N-terminal im Peptid) 
NH2 / Amid  Amidgruppe (C-terminal im Peptid) 
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10.6 Kontrollmessungen in 30°-Anordnung bei geringer Schichtdicke 
 
 
Abb. 176: Intrinsische Fluoreszenz (oben) und Anregungsspektren (unten) von Ozarelix, 30°-
Anordnung 
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10.7 Untersuchungen zur Tyrosin-Fluoreszenz mit Imidazol als Akzeptor 
 
 
 
Abb. 177: Fluoreszenz von Tyrosin mit Imidazol als Protonenakzeptor 
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10.8 Van-der-Waals-Interaktionen des Naphthyl- und Chlorphenylalanins für 
Cetrorelix und Ozarelix 
Cetrorelix-Dimer 
(cetrosolvopt498) 
Ozarelix-Dimer 
(ozasolvopt344) 
 
 
Ozarelix-Dimer 
(ozasolvopt277) 
Abb. 178: vdW-Wechselwirkungen zwischen D-Nal und D-p-Cl-Phe (rot entspricht einer Stabilisierung) 
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10.9 vdW-Energie der Tetra- und Oktamere des Cetro- und Ozarelix 
 
 
 
Abb. 179: Verteilung der vdW-Interaktionsenergien für Cetrorelix- und Ozarelix-Tetra-/Oktamere 
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